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RESUMO

Compésitos de polimeros biodegradaveis e bioceramicas sdo uma alternativa na area
de engenharia de tecidos para regeneracdo Gssea, visto que combinam a bioatividade das
bioceramicas com a flexibilidade dos polimeros. A doxiciclina (DOX) é um antibiético de
largo espectro, tem amplo uso como um auxiliar na terapia periodontal. DOX pode sofrer
degradacdo sob oscilagdo do pH, calor e umidade, e efeitos tdxicos. Para superar estes
problemas, sistemas de encapsulamento com B-ciclodextrina (BCD) permitem protecao da
molécula e a sua liberacdo controlada, que reduzem a frequéncia de administracdo,
concentracdo terapéutica eficaz e prolonga o seu efeito terapéutico para permitir a
regeneracdo dos tecidos periodontais. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar compositos de
policaprolactona (PCL), poli (4cido latico-co-glicolico) (PLGA) e bioceramica de fosfato de
calcio bifasico (BCP) carregados com DOX encapsulada em PCD para avaliar a sua
biocompatibilidade e  atividade sobre células  osteoblastos. O  composito
BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD foi preparado com método de dupla de mistura. O PCL e o
PLGA (50:50) foram dissolvidos em diclorometano (DMC) e adicionado BCP na razdo 1:4
(PCL+PLGA/BCP) com adicao de DOX ou DOX/BCD em concentragdes decrescentes entre
25ul/ml e 1pl/ml. A viabilidade celular/proliferacdo de osteoblastos foi avaliada utilizando o
teste MTT (24h, 7 e 14 dias) e a atividade de fosfatase alcalina (FA) e coldgeno foram
avaliados com 7 e 14 dias e Von Kossa com 14 dias. A estrutura dos compdsitos foi avaliada
por meio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Os resultados obtidos apds testes
de MTT mostraram maior proliferacdo celular, na presenca do compdsito
BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD, concentragdo 25ul/ml, com diferenca estatistica significativa
(p<0,05) em relacdo ao controle, em todos 0s tempos experimentais, sendo maior na segunda
semana. Os resultados da FA mostraram que o compdsito com DOX incluida apresentou
diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao controle em todos os tempos
experimentais, com maior aumento da FA observado na segunda semana. Estes resultados
sugerem atividade dos osteoblastos durante a osteogénese, estando relacionada a deposicao de
matriz Ossea por estas células. Os resultados da producdo de coladgeno pelas células
osteblasticas foi maior na presenca do compésito e apresentou diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em relacdo ao controle, apenas na segunda semana. Estes resultados
sugerem que 0 aumento de secrecdo de coladgeno esté relacionado a atividade osteogénica. As

células produziram mais colageno no decorrer dos periodos analisados indicando que estas



celulas sofreram osteogénese até os 14 dias de cultivo, produzindo matriz extracelular na
presenca do compdsito. Os resultados de marcacdo por Von Kossa das células submetidas a
indugdo osteogénica na presenca do compdsito mostraram, visualmente, a atividade
osteogénica das células, através da formagdo dos nddulos de mineralizagdo no periodo de 14
dias. A avaliacdo da estrutura arquitetdnica porosa do composito pela MEV mostra que sua
topografia superficial pode ser apropriada para o cultivo dos osteoblastos. Estes resultados
permitem concluir que as células foram vidveis na presenca do compdsito
BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD, favorecendo proliferacao celular e atividade osteogénica para

sua aplicacdo na engenharia de tecidos 6sseos.

Palavras-chave: Doxiciclina, Compdésitos, Bioceramica, Polimeros Biodegradaveis,

Regeneracio Ossea, 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 B-cyclodextrin (BCD) 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
BCD to evaluate its biocompatibility and activity on osteoblast cells. The composite BCP /
PCL / PLGA / DOX / BCD 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 / BCD complex decreasing concentrations
between 25ul/ml and 1ul/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 / BCD , 25ul/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 osteblasticas 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 / BCD,
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 INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida das populagdes de uma forma geral, estima-se
que também aumente o nimero de individuos afetados por doencas crénico-degenerativas,
que afetam o tecido dsseo, como a osteoporose. Além das doencas cronico-degenerativas, as
deformidades congénitas como a doenga de Paget e osteogénese imperfeita, representam um
enorme custo social, além de um consideravel gasto para o sistema de salde publica. Deve-se
considerar de grande relevancia, os defeitos Gsseos provenientes de patologias de origens
variadas de traumas, tumor, infeccdes, doenca periodontal, devido a razfes estéticas e de
reconstrucdo dessas estruturas (AIRES, 2008).

A perda dssea também esta associada ao processo de envelhecimento e pode ser
observada como resultado de variadas doencas metabolicas e de fraturas. Embora o tecido
0sseo tenha uma consideravel capacidade de regeneragéo, ainda existem muitas situaces em
que este processo esta dificultado, constituindo um problema em cirurgia 0ssea reconstrutiva.
O envelhecimento da populagdo € acompanhado por uma reducdo natural das propriedades e
atividades dos tecidos e 6rgdos que constituem o corpo. Uma evidéncia de tal fato pode ser
visualizada através dos numeros cada vez maiores de cirurgias envolvendo patologias e falhas
em tecidos e oOrgdos. Dentre as alternativas disponiveis para os procedimentos cirdrgicos
ligados a reconstrucdo de tecidos e dérgdos estdo o autotransplante (enxerto autdégeno), o
aloenxerto (transplante entre individuos geneticamente diferentes, de uma mesma espécie), o
xenoenxerto (enxerto cirdrgico de tecido de uma espécie para outra distinta) e os biomateriais.

Biomaterias sdo estruturas de suporte formadas de materiais biocompativeis. O uso
clinico de biomateriais osteocompativeis e bioativos (material que induz uma resposta
biologica especifica, sendo o oposto de bioinerte) (LEGEROZ 2008), tem importantes
aplicacBes na reparacdo e reconstrucdo 0ssea. Existem varias técnicas e materiais usados na
preparacdo de reparo 6sseo, porém deve-se avaliar o comportamento desse material quanto a
estabilidade em ambiente fisiologico e resisténcia mecanica (OREFICE, 2006). Quando uma
perda significativa de tecido ocorre como resultado de trauma ou da extirpacdo de tecido
doente ou canceroso, uma abordagem alternativa para cura total é a utilizacdo de recursos
provenientes da engenharia de tecidos (LANGER; VACANTI, 1993; IKADA et al., 2006).

A engenharia de tecido € baseada na criacdo de um novo tecido, semelhante ao tecido
perdido, através da regeneracdo induzida ou da persuasdo do organismo na sua propria cura

através do enderecamento, ao local especifico, de promotores de regeneracdo, tais como:
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células, moléculas sinalizadoras, sinais mecanicos e uma estrutura de suporte (WILLIANS,
2006). Para regenerar o tecido ou 6Orgdo lesado, a engenharia de tecidos utiliza trés
ferramentas basicas: células, matrizes tridimensionais (3D) e fatores de crescimento. A
definicdo mais ampla dessa técnica incluiria, entre seus objetivos, o desenvolvimento e a
manipulacdo de implantes artificiais, de tecidos gerados em laboratério 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 sdo as
responsaveis pela sintese de matriz extracelular (MEC) do novo tecido, enquanto a matriz 3D
é responsavel por fornecer um meio ambiente favoravel a execucdo adequada das fungdes
celulares. A maioria das células isoladas de érgdos é dependente de ancoragem. Assim, a
presenca de um material que possa agir como plataforma de adesdo e promocdo do
crescimento celular é essencial.

Biomateriais sdo 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 combinacdo de propriedades mecanicas,
quimicas, fisicas e biologicas que tornara viavel a sua utilizacdo no corpo humano
(OREFICE, 2006). As diversas possibilidades de manipulaco da estrutura e propriedades dos
biomateriais e das suas interacdes com o0s sistemas vivos oferecem grandes oportunidades de
concretizacdo, com sucesso, de varias das metas associadas a reconstrucdo de tecidos e érgaos
afetados por patologias ou outros tipos de falhas (HENCH, 1998). Uma abordagem para
melhorar as propriedades mecéanicas e quimicas de biomaterias € a producdo de compositos
organico-inorganico, que € a associacao de diferentes materiais para uma finalidade comum,
buscando otimizacéo de propriedades (LEGEROZ 2008).

Os compdsitos podem ser semelhantes as MEC e capazes de estimular as
células a diferenciacédo, visando assim, a recuperacao do tecido lesado. De modo interessante,
0s compositos 3D apresentam a vantagem de permitir um cultivo celular com definicéo
espacial. Além disso, o desenvolvimento de compdsitos artificiais para reconstrucdo 6ssea
oferece diversas vantagens para estudos com células em relacdo aos demais tipos de materiais,
devido a sua semelhanca com o tecido ésseo (ARINZEH et al., 2005). A regeneracdo do
tecido dsseo feita por compositos ceramicos mostrou-se uma excelente alternativa em técnicas
terapéuticas recentes, visto que favorecem e reposicdo 0ssea.

As biocerdmicas (BC) tém apresentado utilidade em reconstrugdes de grandes

perdas dsseas faciais e ortopédicas, inclusive no tratamento de osteomielites, mostrando
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condicOes satisfatorias em relagdo a resisténcia mecénica e médulo de elasticidade do tecido
6sseo neoformado em funcdo da osteoconducéo (processo no qual é provido um arcabouco
micro e macroscopico para possibilitar a migracdo de elementos celulares envolvidos na
formacdo dssea: células mesenquimais, osteoblastos, osteoclastos e vasculatura) (FITCH et
al., 1997) e osteoinducédo (processo de recrutamento de células mesenquimais circundantes
que diferenciardo em células formadoras de cartilagem e 0sso, sob a influéncia de BMPs
(URIST, 1980; STEVENSON, 1999), onde a bioacdo (capacidade do material de induzir a
deposicdo de cristais de apatita sobre sua superficie (LEGEROZ 2008)) envolvida é a
osteogénese (formacdo 6ssea sem a indicacdo de origem celular, ou seja, 0 0sso neoformado
pode se originar de células vivas do enxerto ou de celulas derivadas do hospedeiro)
(STEVENSON, 1999). Uma definicdo mais estrita e mais comumente utilizada para
osteogénese refere-se a formacgédo dssea pelo transplante de células vitais (FITCH et al., 1997)
(RIPAMONTI, 1996).

O uso da BC esta direcionado para o reparo fisiologico dos componentes celulares,
contribuindo para a melhoria da qualidade do osso neoformado (HENCH et al., 2000). Entre
as bioceramicas pesquisadas como matriz para engenharia de tecido 0sseo esta o fosfato de
calcio bifasico (BCP). A porosidade e interconectividade dos compositos ceramicos
favorecem ndo sé a adesdo, a migracéo, proliferacéo e diferenciacdo, mas também a dispersao
de nutrientes e metabdlitos. (CHANG et al., 2000). A matriz, por ser de natureza ceramica e
ter elevada porosidade, caracteristica necessaria as matrizes 3D, apresenta resisténcia
mecanica relativamente baixa, o que limita o seu uso a alguns tipos de aplicacdo no tecido
0sseo. Uma estragégia € a insercao de uma matriz polimérica flexivel (WEN; WILKES, 1996;
CHEN; WU, 2005). O desenvolvimento destes materiais compositos permite combinar as
propriedades bioldgicas das ceramicas bioativas com a flexibilidade dos polimeros.

A BC associada a polimeros biodegradaveis foi pesquisada como material para
ortopedia e recentes estudos realizados com estes biomateriais tém apontado seu enorme
potencial para o uso em defeitos 6sseos, promovendo a osteogénese ou neoformacéo de 0sso e
facilitando sua reposicdo (RUHE et al., 2006). A reposicdo 6ssea é uma funcéo ativada por
macrofagos, a partir dos tecidos 6sseos adjacentes pela rapida absorg¢ao do B-Tricalcio fosfato
(B-TCP) com o suporte inerte de hidroxiapatita (HA) densa (HASHIMOTO-UOSHIMA et
al.,1995). Os compdsitos obtidos a partir de bioceramicas e polimeros melhoraram as
propriedades fisicas dos dois materiais isoladamente, especialmente pelas caracteristicas
termoplésticas do polimero, diminuindo a fragilidade da cerdmica e permitindo sua utilizac&o
na pratica clinica (PATARO et al., 2007).
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Associado ao biomaterial pode-se utilizar a tecnologia de sistemas de liberacéo
controlada de farmacos (SLF), que representa uma das fronteiras da ciéncia, a qual envolve
diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito para o avanco da saude
humana. O objetivo dos SLF é manter a concentracdo do farmaco em sua faixa de acédo
terapéutica por um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem (GHANDEHARI;
DANDU, 2007).

Nos SLFs de farmacos usam-se, normalmente, polimeros biodegradaveis. Dentre
os principais polimeros biodegradaveis, atualmente bastante estudados e/ou utilizados na area
biomédica, estdo a policaprolactona (PCL) e o PLGA poli (&cido latico-co-glicdlico) As
propriedades biodegradaveis da PCL sé foram identificadas em 1973 (Li et al., 2005). Para
facilitar a regeneracdo de tecido lesado, tem-se desenvolvido técnicas para implantacdo de
matrizes colonizadas com as células do tecido em questdo (LANGER, 2000). Assim, estes
dispositivos compositos BCP/Polimero apresentam grande potencial para serem usados como
compositos para engenharia de tecidos, sendo entdo necessaria sua avaliacdo bioldgica in
vitro.

O sucesso da utilizacdo de um biomaterial pode estar comprometido por varios fatores
locais que dependem das caracteristicas do material, da manipulacdo durante o processo
cirurgico e da resposta do hospedeiro ao material implantado. O aparecimento de um processo
infeccioso local € um fendmeno relativamente frequente que pode comprometer a regeneracao
tecidual e a osteointegracao do implante (HENCH, 1998).

Assim, muitas vezes é necessaria a utilizacdo sistémica de antibioticos para combater a
infeccdo local. Dentre os diversos antibioticos utilizados clinicamente, as tetraciclinas (TCs),
nomeadamente a Doxiciclina, apresentam um espectro antimicrobiano apropriado para o
tratamento de infeccBes dsseas e uma eficacia clinica comprovada. Além do efeito anti-
infeccioso, este farmaco parece exercer efeitos diretos no microambiente 0sseo que,
aparentemente, se traduzem por um efeito benéfico nos processos de regeneracdo tecidual
(CHAUDHARY; AVIOLLI, 1994). A caracterizacdo destes efeitos a nivel celular reveste-se de
particular interesse, pois algumas das acbes farmacoldgicas resultantes podem modular
favoravelmente a resposta do hospedeiro, contribuindo para o sucesso do processo de
regeneracao 0ssea (SEYMOUR; AVIOLI; HEASMAN, 1992).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo

O osso é um tecido que contém células vitais que produzem e respondem a varios
estimulos externos e internos. Assim como outros tecidos conjuntivos, depois de formado, é
continuamente destruido e renovado por atividade celular, em resposta a diversos fatores
sistémicos e locais e estresse mecanico. Esse processo de remodelagem ocorre através de
acOes coordenadas dos osteoclastos e dos osteoblastos que agem em porcdes discretas do
tecido. O tecido 6sseo 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 sdo gerados sistemicamente ou produzidos no local, tais como o0s
metabdlitos do acido araquiddnico, os fatores de crescimento e as citocinas (MUNDY, 1991,
DZIAK, 1993).

O tecido Osseo pode ser categorizado em quatro componentes microestruturais:
células, matriz organica, matriz inorganica e fatores sinalizadores soliveis (BUCKWALTER
et al., 1995). E constituido de 70% de componentes inorganicos e 30% de componentes
organicos. Nesta parte organica encontra-se 2% de células e 98% de matriz extracelular, onde
o colageno proteico fibroso é o principal elemento, perfazendo 95%. Os 5% restantes séo
representados por polissacarideos, lipideos e fosfolipideos. Entre os componentes inorganicos
encontra-se o calcio e o fosfato, que formam a hidroxiapatita (HA) (Caio(PO4)s (OH),) e
outros elementos como magnésio, sédio, potassio e, em menor concentracdo, zinco,
manganés, flior e molibidénio (KAPLAN, 1991).

Além de sua funcdo de suporte e protecdo, o tecido 6sseo funciona como reservatério
de minerais e sua complexa fisiologia é controlada por fatores hormonais, forcas mecanicas,
fatores de crescimento, citocinas e fatores piezoelétricos (TEN CATE, 1994). As etapas do
desenvolvimento dsseo sdo fortemente reguladas por uma hierarquia de programas genéticos,
enddcrinos e mecanicos (BRACHVOGEL et al., 2003). N&o existe mais 0 antigo conceito de
predeterminacdo genética imutavel no que concerne a formacdo de tecido 0sseo. Muitos
caminhos de sinalizacdo tem se mostrado de fundamental importancia na comunicacdo inter-
osteoblastos (NOMURA; TAKANO, 2000), gerando um campo de resposta muito maior do

que o sitio estimulado. Células 6sseas sdo organizadas em uma rede de interconexdo que se
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estende dos osteocitos enclausurados na matriz até os osteoblastos presentes na superficie
6ssea (TURNER; ROBLING; DUNCAN, 2002).

Os principais fendtipos celulares associados ao 0sso sdo 0 ostedcito, o osteoblasto e o
osteoclasto. O ostedcito fica dentro da matriz extracelular, apds esta ter sido por ele
depositada sob a forma de osteoblasto. O osteoblasto € responsavel pela formacdo dssea tanto
do tecido ostedide, como da mineralizagdo com a formac&o de cristais de HA. O osteoclasto €
o responsavel pela reabsorcdo Gssea e é encontrado nos locais de maior atividade 6ssea, como
em processos patolégicos como fraturas, tumores 6sseos primarios e metastases de outros
tumores nos 0ssos. O osteoblasto tem origem primaria em uma célula mononuclear de
linhagem sanguinea chamada células-tronco mesenquimais (CTMs), e o osteoclasto é
derivado de um mondcito macréfago, sendo que serdo diferenciados de suas células de origem
durante toda vida. O tecido 0sseo encontra-se em continuo processo de deposicdo e
reabsorcéo, regulado por uma série de hormdnios e outros elementos (MARINHO, 1995).

Macroscopicamente, 0 0sso € composto por tecido dsseo cortical, correspondente a
80% de seu peso total no organismo humano, mas ocupa apenas 50% da area, sendo
encontrado principalmente na diafise dos ossos longos. O restante da area ¢ ocupado pelo
tecido Gsseo esponjoso, que corresponde aos demais 20% do peso. Quanto ao metabolismo, o
0SSO esponjoso € oito vezes mais ativo, apresentando maior remodelacdo (BLACK, 1991).

Num estado fisiologico normal, existe um acoplamento entre reabsorcdo e formacéao
relacionadas com a remodelagem oOssea. Entretanto, em varias doengas metabdlicas que
podem acometer 0s 0ss0s, como por exemplo, nas osteoporoses ha um relativo excesso de
destruicdo 6ssea comparada com sua respectiva formacdo, ocorrem anormalidades nesta
coordenacao. Isso é comumente causado pelo desequilibrio entre os processos de reabsorcao e
neoformacdo 6ssea (MUNDY, 1991).

Os mecanismos que afetam o balanco entre reabsorcdo e formacdo ndo sdo
completamente compreendidos. No entanto, ha crescente evidéncia de que uma cascata
complexa de eventos relacionando fatores autocrinos e paracrinos do hospedeiro estejam
envolvidos na regulacdo desse metabolismo (MUNDY, 1991). O primeiro evento celular da
sequéncia de remodelagem Ossea consiste na formacdo e ativacdo dos osteoclastos, que
exercem um papel regulatério dessa atividade. O tecido que é removido €, subsequentemente,
reposto pela acdo das células osteoblasticas, o que leva a formacdo de elementos da matriz
organica e sua eventual mineralizacdo (DZIAK, 1993).

Os eventos relacionados com a formacdo 6ssea incluem atracdo dos precursores

de osteoblastos para o sitio do defeito Osseo, a partir de um processo de quimiotaxia, e



24

estimulacéo da proliferacdo e maturacdo destes precursores, 0s quais sdo capazes de sintetizar
as proteinas dsseas, ou seja, colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina, fosfatase alcalina,
proteoglicanos e outros componentes estruturais. Além disso, ocorre a sintese de fatores
regulatérios de crescimento, 0s quais sdo estocados dentro da matriz ¢ssea por curto periodo
de tempo, quando entdo, acontece a mineralizacdo dessa estrutura (MUNDY, 1991).

Quanto a destruicdo 6ssea, esta claro que os osteoclastos podem tornar-se ativados
por mudancas na superficie mineral do osso. S&o formados a partir de precursores
hematopoiéticos da medula, os quais interagem com os elementos formadores do sangue,
como linfécitos, mondcitos e granuldcitos. Apds a maturacdo dos precurusores, a fase de
reabsorcdo éssea osteoclastica ocorre por um periodo de dez dias. Nos ultimos anos, houve
um aumento marcante na compreensao sobre o papel das citocinas geradas no ambiente ésseo.
Estas citocinas podem ser geradas por celulas imunes, tais como os linfécitos e mondcitos na
cavidade medular ou por outras células dsseas, particularmente as células da linhagem
osteoblastica (MUNDY, 1991).

A prostaglandina E2 (PGEZ2) é o principal metabdlito do &cido araquid6nico e
pode ser produzida pela maioria das células. Possui efeito significante sobre o metabolismo
0sseo e seu possivel papel na reabsorcdo dssea estimulada por IL-1 tem sido extensivamente
estudado com resultados conflitantes (TATAKIS, 1993). Alguns estudos in vitro tém
mostrado que a inibicdo da sintese de PG (prostaglandina) ndo tem efeito sobre a atividade de
reabsorcdo Ossea mediada por IL-1 (THOMSON; SAKLATVALA; CHAMBERS, 1986).
Outros achados in vitro sugerem que, embora as PGs contribuam para 0 processo de
reabsorcdo através do aumento do efeito da IL-1, esta ndo requer PGs para seu efeito de
reabsorcdo (TATAKIS, 1993). As PGs estdo envolvidas no recrutamento de osteoclastos
estimulados por IL-1, podendo afetar as células progenitoras dos mesmos, além de promover
sua diferenciacdo. De modo geral, as evidéncias sugerem que a IL-1 tem efeitos sobre a
reabsorcdo dependentes e independentes de PGs (TATAKIS, 1993).

2.2 Osteoblastos

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela sintese, deposicdo e mineralizacdo da
matriz extracelular 6ssea. Os mecanismos que governam estas atividades ainda sdo em grande
parte desconhecidos (LANGER, 2000). Células-tronco, células osteoprogenitoras e seus
precursores mesenquimais aparecem no embrido em grande quantidade. No organismo adulto

verifica-se a presenca dessas mesmas células, embora em nimero bem menor, e tudo indica
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que elas contribuem para a reposicdo de osteoblastos no turn over 0sseo e Nnos processos
reparativos (YANG et al., 2002). Sabe-se hoje que essa acdo é regulada pela expressdo
diferenciada de genes ligados a proliferacdo e diferenciacdo das células ésseas (LANGER;
VACANTI, 1993). Durante o processo de osteogénese, 0s osteoblastos sdo progressivamente
transformados em ostedcitos a medida que ficam aprisionados dentro das lacunas circundadas
por matriz dssea produzida por eles (AUBIN, 2001).

Os osteoblastos ndo apenas iniciam como também controlam a mineralizagdo 6ssea.
Todas as células osteogénicas contribuem individualmente para o remodelamento Gsseo. A
interacdo entre elas controla a atividade e a intensidade deste remodelamento. Essa interagéo
de contato célula-célula pode ser mediada por moléculas da familia das integrinas ou pode ser
mediada pela liberacdo de polipeptideos que funcionam conectando-se a receptores
especificos. Entre os fatores polipeptidicos conhecidos, uma familia de citocinas pleiotropicas
que partilham um sinal comum desempenha um papel chave no remodelamento Gsseo
(HEYMANN, 2000). Desta familia fazem parte, entre outras, a IL6 e a IL11 (GEORGES et
al., 2009).

A reparacdo tecidual 6ssea € um processo complexo que envolve respostas locais e
sistémicas. Frequentemente, essa reparacdo € mais lenta em relacdo a separacdo de tecidos
moles, devido a diferente morfologia e composicédo entre os tecidos. O tecido 0sse0 possui
uma enorme capacidade de regeneracdo na maioria dos casos, 0 que possibilita a restauracao
de sua arquitetura e funcdo original. No entanto, existem algumas condicdes que dificultam
essa capacidade de regeneracdo e a completa reparacdo pode ndo ocorrer, caso ndo haja um
bom suprimento sanguineo, estabilidade mecanica ou ocorra alta proliferacdo de outros
tecidos locais (PINHEIRO; LIMEIRA JUNIOR; GERBI, 2003). Os métodos tradicionais, tais
como pinos intramedulares, revestimentos e fixadores externos, ndo exigem a implantacdo de
enxerto 0sseo, dependendo do local onde aconteceu a lesdo para a sintese do 0sso.
Consequentemente, defeitos 0sseos que comprometam a recuperacdo total do o0sso lesado
podem ser beneficiados pelas terapias baseadas em células que possuem potencial
osteogénico, as quais seriam transferidas para o local da perda 0ssea.

Quando lesbes ou defeitos dsseos ocorrem nas mais variadas situacdes clinicas, a
construcdo tecidual, que devolve a integralidade funcional e mecénica, constitui-se num passo
necessario para a reabilitacdo do paciente. A maior parte dessas lesdes, em virtude do seu
potencial de regeneracdo espontanea, repara-se adequadamente pelo emprego de terapias
conservadoras ou técnicas cirurgicas convencionais. No entanto, procedimentos de enxertia e

substituicdo 6ssea sdo frequentemente necessarios, especialmente em ortopedia e em
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intervencdes bucomaxilofaciais, quando da existéncia de defeitos dsseos extensos decorrentes
de traumas, procedimentos cirurgicos e deformidades dsseas congénitas (CANCEDDA,
2003).

A regeneragdo Ossea requer a interacdo de células, fatores de crescimento e matrizes
extracelulares como o coéagulo da fibrina. Assim, para efetivamente imitar o processo natural
de reparagdo 6ssea, estratégias de engenharia de tecidos estdo sendo desenvolvidas a fim de
aperfeicoar a inducdo da remodelacdo dssea utilizando matrizes tridimensionais (compdsitos)
biodegradaveis adequadas em relagcdo a estrutura mecénica, proliferacdo e viabilidade das
células, quando colonizadas em compdsitos. O sucesso clinico das estratégias em engenharia
de tecidos depende da existéncia de uma fonte de células para a geracdo de osteoblastos
funcionais.

Na estratégia da bioengenharia de tecido 0sseo, o transplante autdgeno de células € um
dos mais prosperos conceitos em desenvolvimento. Esta técnica elimina a morbidade do sitio
de doadores em intervengdes que envolvem enxertia autégena. Além de suprimir reacdes de
imunogenicidade inerentes a procedimentos que utilizam enxertos alogenos, assim como evita
0 risco de insucessos que permeia regimes terapéuticos a base de implantes alopaticos na
reconstrucdo das estruturas envolvidas (VACANTI et al., 1998).

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

osteogénicas progenitoras (HENCH, 2008).
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Nesse sentido torna-se necessario estabelecer condi¢Ges para que o tecido 6sseo possa
se regenerar em situacOes clinicas consideradas indspitas, como em locais que apresentem
suprimentos sanguineos comprometidos, em areas de dificil consolidacdo, em regides que
possuem defeitos com dimenses criticas e no levantamento de seio maxilar onde o tecido
esteja completamente ausente. Para a maioria dessas aplicacdes, uma fonte celular é
imprescindivel (BOY AN et al., 2003).

2.3 Engenharia de Tecidos

A Engenharia de Tecidos é uma é&rea cientifica em continua expansdo. Os
desenvolvimentos conseguidos por esta area tém contribuido significativamente para diversos
avancos no campo da medicina regenerativa. Esta ciéncia multi e interdisciplinar combina os
conhecimentos de diversas outras areas, como biologia, ciéncias da salde, de engenharia e
ciéncia dos materiais, com o objetivo de desenvolver substitutos sintéticos para tecidos
humanos. Para se atingir este objetivo utilizam-se, de uma forma generica, combinacdes
especificas de células e compdsitos. Juntos, células e compdsitos geram um material cujas
caracteristicas podem ainda ser moduladas através do sistema de cultura utilizada (LLOYD-
EVANS, 2004; BARBANTI, 2005).

A perda de tecidos por traumas ou doencgas acomete a populacdo de maneira geral e
irrestrita. Aliado a evolucdo dos exames clinicos e de diagndsticos, atualmente € uma pratica
comum identificar as causas e o local da perda tecidual. Entretanto, apenas identifica-la ndo é
suficiente, assim torna-se necessario uma acao corretiva que permita a recuperacao da funcao
restaurando ou mimetizando a funcéo original (BOSCHI, 1995).

A reposicdo total e/ou parcial é feita através de duas alternativas: transplantes e
implantes. Em relacdo aos transplantes, os tecidos ou 6rgdos podem ser obtidos de doadores
vivos, como, por exemplo, no caso do coracdo, rins, etc.; ou de cadaveres, como no caso de
ossos liofilizados e congelados. Em ambos 0s casos, torna-se necessario a utilizacdo de
farmacos imunossupressoras, para evitar a rejeicdo dos 6rgaos e de outros medicamentos que
neutralizem a possivel contaminacdo microbiolégica (HENCH, 1998). A segunda alternativa
¢ a utilizacdo de um implante, dispositivo médico feito de um biomaterial que é
intencionalmente inserido dentro do corpo, total ou parcialmente inserido abaixo da superficie
epitelial (definicdo do Consenso da Sociedade Europeia de Biomateriais) (WILLIANS, 1987).

Nestes casos, o biomaterial pode ter origem distinta: biolégica ou sintética. Na forma
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sintética, os materiais devem ser produzidos com o intuito de serem biocompativeis com o
meio implantado, permitindo recuperar a funcgéo do sitio receptor (BARBANTI et al., 2005).

Em funcdo do tempo de permanéncia no corpo humano, os implantes podem ser
classificados em dois grandes grupos, permanentes ou temporarios. Implantes permanentes
quase sempre geram inflamacéo crénica, sendo uma resposta tipicamente benigna a um corpo
estranho, mas que podem conduzir a complicacBes clinicas mais severas, como a contracdo
dos tecidos (GRIFFITH, 2002).

Os implantes s&o ferramentas da engenharia de tecidos, que consiste na regeneracdo de
6rgéos e tecidos vivos através do recrutamento de tecido do préprio paciente, que é associado
em células e cultivado sobre suportes biolgicos ou sintéticos, conhecidos como compositos
(suportes, matrizes tridimensionais, arcaboucos, estruturas, etc.). Os compoésitos direcionam
as células durante o processo de reparacdo ou regeneracao dos tecidos. As células podem ser
outra ferramenta da engenharia de tecidos, que podem ser conduzidas por moléculas
bioativas, transferéncia de genes ex-vivo e outros fatores fisicos na formacéo 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 reparacdo de tecidos (LANGER, 2003).

A Figura 2 ilustra o desenvolvimento idealizado da técnica da engenharia de tecidos
(LLOYD-EVANS, 2004; BARBANTI, 2005).

Engenharia de Tecidos

Tecido Doador Suporte Polimérico

Cultura de Células
in vitro

Estudo in vitro
,/IE Q )

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

Os compositos sdo uma associagao de materiais para uma finalidade comum, buscando
otimizagdo de propriedades e tém sido usados no estimulo da formacdo de tecido Gsseo e
osteointegracdo (LEGERQOS, 2008). A regeneracdo do tecido ésseo feita por compositos
ceramicos mostrou-se como uma excelente alternativa em técnicas terapéuticas recentes.
Além disso, o desenvolvimento de compositos artificiais para reconstrucdo Ossea oferece
diversas vantagens distintas para estudos com células (ARINZEH et al., 2005; UEMURA et
al., 2003).

Estes compositos devem possuir unidades moleculares que possibilitem modificagdes
e taxa controlada de biodegradacdo, ndo desenvolver toxicidade tépica ou sistémica, possuir
propriedades para promover ou inibir interacdo célula-matriz e célula-célula, apresentar
respostas imunes a inflamacdo. Além disso, deve ser um material de facil producéo,
purificacdo ou aquisicdo e apresentar compatibilidade com substancias quimicas e solucoes
aquosas em condigdes fisioldgicas (HOLMES, 1986).

Os compositos devem ainda ser osteocondutores, promotores e integradores no que se
refere a capacidade do enxerto conduzir o desenvolvimento de novo tecido 0sseo atraves de
sua matriz de suporte, requerendo a presenca de tecido 6sseo pré-existente como fonte de
células osteoprogenitoras. Este composito deve ser gradativamente reabsorvido e
simultaneamente substituido pelo tecido 6sseo neoformado. (SICCA et al., 1990).

A osteoinducdo € a capacidade do enxerto induzir a diferenciacdo de células
mesenquimais do leito receptor em osteoblastos, os quais promovem a formacdo de novo
tecido Osseo. Este mecanismo esta relacionado a atividade da Bone Morphogenetic Protein
(BMP), presente na matriz 6ssea (UEDA, 2003). A osteopromocdo é a capacidade de
formacdo dssea em tecidos que ndo sejam &sseos, tais como, tenddes, ligamentos e tecido
muscular (ZAFFE et al., 2005). E por fim, a osteointegracdo, que é a capacidade do material
substituto unir-se quimicamente sem a interposicao de tecido fibroso. O enxerto é considerado
osteogénico quando células 6sseas vivas do préprio enxerto permanecem com capacidade de
formacdo de novo tecido 6sseo no leito receptor.

Considerado de forma integrada, tanto sob o aspecto da engenharia de materiais
guanto ao tipo de tecido e reparo necessario, 0 primeiro passo para a reconstrucdo de um
6rgdo ou tecido visa a selecdo do suporte para as células. A selecdo leva em consideracao
tanto o tipo e o local da lesdo, como a sua extensdo (BARBANTI, 2005). Esta estratégia

permite que as células facam adesdo ao suporte, proliferem e secretem matriz extracelular
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especifica do tecido Gsseo, até obter-se um substituto artificial com caracteristicas 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 trés componentes
fundamentais devem ser cuidadosamente estudados: o material de suporte (compdsito), as
células e o sistema de cultura in vitro (HUTMACHER, 2000). Ainda, a estabilidade e
degradabilidade de compoésitos nos fluidos corporais sdo aspectos importantes do
comportamento de materiais para aplicacdes em Engenharia de Tecidos (PEREIRA et al.,
2005).

Quando células ésseas se aderem a um substrato sélido, o seu comportamento e fungéo
dependem das propriedades do biomaterial. As caracteristicas superficiais e topografia, a
superficie quimica e tratamento, bem como as caracteristicas de degradacdo do biomaterial
afetam a viabilidade celular, adesdo e expansdo, mas também influenciam a adsorcdo de
moléculas bioldgicas secretadas das células 6sseas que podem formar uma matriz extracelular
que, por sua vez, ativam receptores da superficie celular e proteinas intracelulares envolvidas
na transducdo de sinais. Outro aspecto importante da implicacdo da interface célula-
biomaterial na mecanotransducdo Ossea é a capacidade do biomaterial para adsorver
biomoléculas secretadas pelas células Osseas ou de ser modificado de forma que estas
biomoléculas fardo parte da superficie do biomaterial (SIKAVITSAS; TEMENOF; MIKOS,
2001).

2.5 Biomateriais

Os biomateriais sdo substancias de origem natural ou sintética que sdo utilizadas, de
forma transitoria ou permanente, como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura ou
substitui algum tecido, érgédo ou funcdo do corpo humano (CLINICAL APPLICATIONS OF
BIOMATERIALS, 1982). Atualmente, o uso de biomateriais tem se tornado uma pratica
bastante empregada em diversas especialidades médicas e varios fatores tém incentivado o
desenvolvimento de novos materiais com propriedades mais aprimoradas e adequadas a
aplicacdo do implante e que executem sua funcdo com éxito pelo periodo de tempo desejado.
Dentre esses fatores, podem ser citadas a necessidade de se reduzir o nimero de cirurgias de
revisdo destinadas a substituir implantes danificados, o aumento da expectativa de vida da
populacdo e 0 aumento do numero de acidentes traumaticos que implicam na substitui¢do

total ou parcial de tecidos.
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Existem diversos tipos de dispositivos que podem ser classificados em: bioinertes;
biodegradaveis e ndo biodegradaveis; dispositivos injetaveis; bioadesivos e compdsitos,
dependendo do material envolvido na sua concep¢cdo (MEDLICOTT et al., 1994). Os
materiais bioabsorviveis sdo projetados para, apos certo periodo de tempo em contato com o
tecido vivo, serem consumidos lentamente pelo organismo, dando lugar ao tecido recuperado.
Os materiais bioativos permitem uma resposta bioldgica especifica na interface com o tecido
vivo, possibilitando a formacdo de uma ligacdo de natureza quimica entre o tecido e o proprio
material. Neste caso, o tecido é capaz de interagir intimamente com o material, depositando-
se diretamente sobre a superficie do mesmo sem a intervencdo da camada de tecido fibroso.

Dispositivos que ndo sdo biodegradaveis possuem a vantagem de permitir o controle
do tempo de exposicdo do ambiente da bolsa periodontal ao farmaco. Entretanto, a principal
limitacdo desse tipo de dispositivo é a necessidade de remog¢do do mesmo ap0s o periodo de
tratamento e varios problemas tém sido associados a esse procedimento (MEDLICOTT et al.,
1994). Normalmente, é necessaria competéncia técnica para assegurar a retirada completa do
dispositivo vazio, devido a possibilidade do aparecimento de efeitos indesejaveis, tais como
inflamacéo do tecido local, resultantes do reconhecimento pelo sistema imune de um corpo
estranho (fragmentos). Além disso, a remocdo do dispositivo é acompanhada por um rapido
declinio na concentracdo antibacteriana do farmaco (TONETTI et al., 1998), o qual esta
frequentemente associado com recolonizacdo da bolsa periodontal. Por outro lado, os
dispositivos biodegradaveis possuem a grande vantagem de o paciente necessitar de apenas
uma visita ao dentista para a insercdo do dispositivo, que ndo precisa ser retirado, havendo
diminuicdo das visitas clinicas e assegurando melhor adesdo do paciente ao tratamento. Um
namero crescente de sistemas biodegradaveis tem sido desenvolvido com o objetivo de
proporcionar liberacdo prolongada e/ou controlada de antimicrobianos, em concentracao
adequada.

Um biomaterial ideal deveria induzir uma rapida, previsivel e controlada cicatrizacao
dos tecidos hospedeiros (OLIVEIRA; NANCI, 2004). Os biomateriais podem ser usados para
implantacdo permanente no corpo humano ou como um suporte temporario de células e
tecidos. Em ambos os casos, a superficie desses materiais deve prover sinais quimicos e
fisicos que guiem a diferenciacdo e agrupamento de células para formarem os novos tecidos
(DIENER, 2005). Segundo Tengvall e Lundstrom (1992), alguns pré-requisitos sdo desejaveis
para que um biomaterial seja aplicado em tecidos duros (0ssos e dentes) e moles (tecido

conjuntivo, epitelial, mucosa) como:
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o Biocompatibilidade, que significa uma menor toxicidade intrinseca do
material, baixa reatividade com macromoléculas, inducdo de resposta inflamatéria ao
longo do tempo e imunogenicidade;

o Biofuncionalidade, por exemplo, mecéanica, que é diferente para 0sso,
tecido mole ou proteses vasculares;

o Textura de superficie compativel com a adeséo celular;

o Resisténcia a corrosdo, para manter as propriedades mecanicas e
impedir a degradagdo do material frente aos fluidos corporais, se for o objetivo do
biomaterial;

o Bioadesividade, quimica, eletrostatica e mecanica, com o intuito de
promover uma ligacdo entre a Ortese e o tecido adjacente, combinando um periodo
apropriado de cicatrizacdo, evitando uma encapsulacao fibrosa do implante;

o Prevenir uma adeséo bacteriana e/ou facilitar sua morte;

o Baixo custo e facilidade no processamento também séo desejaveis.

O critério de selecdo de biomateriais € baseado principalmente na aplicacdo a que se
destinam. Em indicacdes ortopédicas e odontologicas, 0os materiais sdo componentes de
implantes estruturais ou sdo usados para reparar defeitos 0sseos. A escolha de um material
para ser utilizado como biomaterial passa, necessariamente, pela anélise 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
aplicacdo especifica, com uma resposta apropriada do organismo receptor e € principalmente
controlada pelas caracteristicas da superficie do material (WILLIANS, 1987). A
biofuncionalidade estd associada as propriedades mecénicas (caracteristicas da estrutura do
material) e outras que estes materiais devem possuir para cumprir sua funcdo com éxito e pelo
tempo desejado. No entanto, os requisitos de biocompatibilidade e biofuncionalidade séo
raramente encontrados em um Unico material. Diversos estudos tém sido realizados a fim de,
através do uso de compostos para recobrimentos, combinar a biocompatibilidade e as
propriedades mecanicas de diversos materiais para obtencdo de dispositivos mais adequados

para aplicacdo bioldgica.
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Conforme o Orgdo Internacional de Padronizacio (International Standard
Organization), 1SO 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 intrinseca do material de promover
alteracdo metabdlica de células em cultura, podendo esta culminar ou ndo 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 trés
formas: contato direto, contato indireto ou contato por extracdo. O contato direto é realizado
colocando-se amostras do material a ser testado sobre uma monocamada celular ou semeando
as células sobre a superficie das amostras. No contato indireto, utiliza-se uma camada
intermediaria entre a monocamada celular e as amostras a serem testadas. O material mais
comumente utilizado como camada intermediaria é o agar e, neste caso, o teste &€ denominado
teste de difusdo sobre camada de agar (“agar overlay diffusion test”). Ja no contato por
extracdo sdo utilizados veiculos de extracéo para retirar amostras do material a ser testado. Os
materiais mais utilizados como veiculos de extracdo sdo: 4gua destilada, solucdo 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 realizacdo destes testes tem como objetivo predizer o
comportamento dos materiais quando expostos a interacdes com células e fluidos do corpo
humano. Embora a avaliacdo de como um material ird se comportar in vivo ndo possa ser
completamente realizada através dos resultados de uma analise in vitro, esses testes permitem
obter informacdes significativas em um periodo de tempo mais curto do que nos testes in vivo.
Além disso, os testes in vitro apresentam algumas vantagens, tais como limitagdo do niumero
de variaveis experimentais, a reprodutibilidade do processo e o baixo custo operacional para a
sua realizacdo (NAKAMURA et al., 1995).

> Bioatividade

A bioatividade dos materiais esta associada a sua capacidade de interagir com o tecido
vivo e estimular processos fisico-quimicos dos sistemas biolégicos capazes de permitir a
integracdo do material no ambiente receptor. Quando um material bioativo é implantado no
corpo humano, uma série de reagGes bioquimicas e biofisicas ocorre na interface tecido-

implante. Estas reagdes resultam em uma forte interacdo interfacial associada a formagéo de
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uma camada de HA na superficie do implante (CAO; HENCH, 1996). A precipitacdo de
fosfato de célcio em solugdes simuladoras de fluidos corporeos (SBF) fornece um metodo
para avaliar a bioatividade dos materiais in vitro, em decorréncia do processo de tal
precipitacdo ser similar ao de biomineralizagdo. A HA € considerada a fase
termodinamicamente mais estavel em ambientes fisiolégicos (XIONG; LENG, 2005).

2.6 Liberacao de farmacos

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos representa uma das fronteiras da
ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito para o
avanco da saide humana. Sistema de liberacdo lenta, tardia ou retardada € um sistema onde o
farmaco libera-se de forma mediata e com um tempo pré-fixado. Quando um farmaco €
aplicado neste tipo de sistema, 0s niveis sanguineos se mantém dentro da faixa terapéutica
durante um intervalo de tempo maior, assim é mais eficaz do que as formas convencionais. O
nivel de efeito descreve um platé ao longo do tempo na dose terapéutica que diminui
lentamente. Os implantes representam 0s SLFs destinados a inser¢cdo em tecidos ou 6rgéos.
Entre os anos 60 e 80, foram desenvolvidos os primeiros sistemas implantaveis para liberagdo
de farmacos.

Os sistemas de liberagdo, frequentemente descritos como “drug delivery
systems”, oferecem intimeras vantagens quando comparados a outros de dosagem
convencional (LANGER, 1990; MIRTH, 1987):

1 - Possibilita o controle e monitoramento dos niveis de farmaco no sitio de aplicacéo;

2 - Meio util de liberar na cavidade oral um farmaco que néo é absorvido no sistema
gastrintestinal (por exemplo, clorexidina);

3 - Possibilita a obtencdo de altas concentracGes de farmaco no local a ser tratado até
100 vezes maiores, quando comparadas com 0s niveis plasmaticos ap0s a administracdo
sistémica;

4 - Pode mascarar 0 sabor e odor desagradavel de determinados farmacos e evitar o
aparecimento de manchas nos dentes;

5 - Uso de agentes antimicrobianos que ndo permitem o uso sistémico;

6 - Reduz o risco de resisténcia bacteriana em outras areas do corpo;

7 - Maior eficacia terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do farmaco em

concentragdes terapéuticas a partir da degradacéo da matriz;
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8 - Diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulagéo;

9 - Natureza e composicao dos veiculos variada e ndo ha predominio de mecanismos
de instabilidade e decomposicéo do farmaco (bio-inativacdo prematura);

10 - Administracdo segura (sem reacOes inflamatorias locais) e conveniente (menor
namero de doses);

11 - Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa das espécies
bioativas;

12 - Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas;

13 - Quando sdo usadas as matrizes biodegradaveis para a liberacdo de farmacos,
eliminam a necessidade de retirar o dispositivo de liberacao;

14 - Maior adesdo do paciente ao tratamento.

Desde que cada farmaco possua uma faixa de acdo terapéutica acima da qual ela é
toxica e abaixo da qual ela é ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens
administradas. Este fato é problematico se a dose efetiva estiver proxima a dose toxica. Os
SLFs tém o objetivo de prolongar e melhorar o controle da administracdo de farmacos, liberar
a quantidade suficiente de farmaco no sitio alvo e manter a concentracdo do farmaco entre
estes dois niveis por um tempo prolongado necessario para ser eficiente e preciso, utilizando-
se de uma unica dosagem (GHANDEHARI; FARREL, 2011). Para desenvolver diferentes
formas de dosagem, materiais carreadores tém sido utilizados visando a protecéo do principio
ativo e evitar a decomposicdo ou dissolucdo das moléculas de antibidticos e impedir efeitos
indesejaveis das formulacbes. A diferenca de concentracdo plasmatica efetiva, em funcdo do
tempo, entre sistemas convencionais e de libera¢do controlada, pode ser visualizada na Figura
3.
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Figura 3: Perfis de liberagdo de farmacos em funcédo do tempo: convencional x controlada.
Fonte: Ghandehari, 2003.

Ao longo da fase de desenvolvimento de produtos nanotecnologicos é indicado
empregar o procedimento de liberagcdo in vitro para selecionar excipientes para as
formulagdes, proporcionando uma atividade terapéutica adequada. Pode-se considerar que os
estudos de liberacdo proporcionam dados valiosos sobre as particularidades estruturais do
veiculo e a capacidade deste em liberar os farmacos (SATO et al., 2007).

Tanto a liberacdo imediata como a liberagdo sustentada tém sido relatadas para
descrever o comportamento dos sistemas nanoestrutrados. No caso dos produtos de aplicacéo
topica, ambas as caracteristicas sdo interessantes: a liberacdo imediata pode ser Gtil para
melhorar a penetracdo de uma substancia e a liberacdo sustentada € importante para
substancias ativas potencialmente irritantes em concentragdes elevadas ou que devam suprir a
pele por um periodo prolongado de tempo. A liberacdo do farmaco depende da dessorcdo do
farmaco da superficie das particulas, da difusdo do ativo através da matriz, da difuséo atraves
da parede polimérica, da erosdo da matriz polimérica ou da combinacdo dos processos de
difusdo e erosdo (JENNING; SCHAFER-KORTING; GOHLA, 2000).

2.7 Sistemas de encapsulamento de farmacos

A inclusdo molecular € um método para melhorar as propriedades de um medicamento
ja existente, com o objetivo de diminuir os efeitos colaterais, diminuir a concentra¢do do
medicamento e diminuir o nimero de aplicacdes de um determinado arsenal terapéutico e,
dessa forma, obter maior adesdo do paciente (RAJEWSKI; STELLA, 1996). Os principais
sistemas transportadores usados para preparar estes sistemas sdo: as macromoléculas

(albumina, anticorpos monoclonais, ciclodextrinas, dextrano, glicoproteinas), as células
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(eritrocitos, linfocitos) e as vesiculares (liposomas, nanocapsulas, nanoesferas, sistemas de
emulsdo multiplos) (LANGER; PEPPAS, 2003).

Particularmente, a ciéncia e a tecnologia do encapsulamento constituem um dos
exemplos de como a aplicacdo de uma técnica em determinado campo pode ser estendida a
outros (FILHO, 2011). A encapsulacdo é bastante utilizada nas industrias alimenticia, téxtil,
farmacéutica e cosmética por permitir a protecdo de substancias labeis e volateis, o controle
da liberacdo do farmaco, contribuindo para a melhoria na biodisponibilidade e reducéo da
dose terapéutica e toxicidade.

Uma alternativa para mascarar propriedades fisico-quimicas, melhorar a interacao
farmaco/membrana e facilitar a absorcdo é fazer uso de polimeros para encapsulacdo de
farmacos. A adsorcdo de polimeros aos farmacos ¢ um fend6meno importante, pois pode
alterar sua hidrofobicidade, facilitando sua redispersdo em agua, além de alterar o
direcionamento a alvos especificos do organismo. Além disso, as ciclodextrinas podem ser
empregadas em SLFs (CORTES, 1999).

» Ciclodextrinas (CD’s)

As ciclodextrinas (CD’s) sao oligossacarideos ciclicos compostos de unidades de
dextroses (glicoses) com formato cone truncado. Estruturalmente, as CD's apresentam duas
regibes distintas: uma cavidade hidrofobica e a parte externa hidrofilica devido a presenca das
hidroxilas livres na parte externa das CD's. Esse arranjo estrutural das moléculas de glicose
nas CD's possibilita a utilizacdo desses compostos como hospedeiros na formacdo de
compostos de inclusdo. A presenca de uma cavidade hidrofobica e de grupos hidroxilas livres
na parte externa da molécula permite a "dissolucdo” em meio aquoso de compostos
(héspedes) de baixa solubilidade. Esse aspecto molecular tem possibilitado a utilizacdo de
ciclodextrinas em diferentes areas da ciéncia e tecnologia, sendo o principal dominio de
aplicacdo a industria farmacéutica, em funcdo da possibilidade de obtencdo de novos
farmacos com propriedades fisicas e quimicas diferentes.

As CD's naturais sdo: a, B e y (Figura 4) tém vinte e um grupos hidroxila e todos esses
grupos podem ser considerados pontos iniciais para modificac6es estruturais, e Varios grupos
funcionais tém sido introduzidos em sua estrutura. Seus derivados sintéticos, como a
hidroxipropil-B-ciclodextrina estdo sendo estudados pela sua capacidade de formar compostos
de inclusdo com moléculas alojadas em sua estrutura (UEKAMA; HIRAYAMA,; IRIE, 1998;

YUE et al.,, 2004). O encapsulamento de uma substancia nestas moléculas pode levar a
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mudanca em propriedades da substancia em questdo: solubilidade, taxa de dissolugéo,
estabilidade e biodisponibilidade (HIRAYAMA et al., 2002).

Tomando por base o didmetro de sua cavidade, a a-ciclodextrina tem um diametro
pequeno para que possa incluir a maior parte dos principios ativos, ao passo que a f-
ciclodextrina e, melhor ainda, a gama-ciclodextrina sirvam a este propdsito, uma vez que
possuem cavidade de maior didmetro quando comparadas a a-ciclodextrina. Em relagdo a
solubilidade em agua, a menos soltvel ¢ a B-ciclodextrina. A gama-ciclodextrina seria a mais
interessante para o uso farmacéutico, mas seu alto custo torna dificil sua utilizagdo em escala
industrial. Os principais derivados de ciclodextrina sdo os obtidos com a [B-ciclodextrina
(SZEJTLI, 1988; MASSON et al., 1998; LOFTSSON; MASSON, 2001).

As CD's apresentam menor velocidade de absorcéo e distribuicdo e excrecdo mais
lenta pelos pulmdes. Sua biotransformacdo pode ser comparada a do amido, contudo a
velocidade € menor, o que se explica pelo fato de as ciclodextrinas ndo serem hidrolisadas
pelas B-amilases. As CD's sdo excretadas pelas fezes em sua forma inalterada (SZEJTLI,
1988). A maior parte do farmaco incluido na CD é absorvida no estado ativo livre.
Ciclodextrinas quimicamente modificadas aumentam a absor¢do das substancias que
interagem com elas, apresentando maior aplicabilidade, constituindo novos carreadores em
liberacdo controlada para farmacos pouco soliveis em agua, incluindo peptideos e farmacos
com estrutura proteica. O uso combinado dessas diferentes ciclodextrinas e seus aditivos
farmacéuticos pode aperfeicoar as propriedades do farmaco e sua eficacia terapéutica
(HIRAYAMA et al., 2002).
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Figura 4: Representagéio esquematica da estrutura geral e tridimensional das Ciclodextrinas naturais o, e y.
Fonte: Szejtli, 1998.

As principais vantagens do uso das CD's sdo: estrutura quimica bem definida, com
locais de modificacdo ou conjugacdo quimica; a disponibilidade das CD's em diferentes
tamanhos; sdo inocuas; possuem atividade farmacoldgica; aumento da solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade das moléculas hdspedes (farmacos); correcdo do odor e
sabor desagradaveis do farmaco; reducdo da acdo irritante do farmaco sobre as mucosas
gastrica e intestinal, de efeitos adversos e de interacfes medicamentosas; a capacidade de
formar compostos de inclusdo, isto quer dizer, moléculas que resultam da soma de dois
compostos, um dos quais (a molécula hdspede) esta situado na cavidade da molécula sem
significantemente modificar sua estrutura (RICCI; MARCHETTI, 2006).

As CD's podem formar complexos de inclusdo com uma variedade notavel de espécies
idnicas e moleculares, dentre as quais muitos principios ativos de importancia fundamental na
area farmacéutica. Os complexos de CD's por possuirem uma estrutura cristalina protegem a
molécula hospede, prevenindo a degradacdo natural dos principios ativos e intensificando os
seus efeitos. Estes complexos de inclusdo apresentam propriedades novas e/ou melhoramento
das ja existentes (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; SZEJTLI, 1988). Outra
caracteristica que as tornam extremamente interessantes é que elas podem formar um SLF e
melhorar a liberagdo do farmaco (BORGMAN, 1986; CORTES, 1999). Ao encapsular
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temporariamente os principios ativos, as CD's permitem a “liberacdo controlada” de seu

conteldo, desta forma contribuindo para a melhora da biodisponibilidade.

2.8 Polimeros

A aplicacdo de materiais poliméricos para propdsitos médicos cresce muito
rapidamente e tem sido evidenciada em diversos campos, como engenharia de tecidos,
implante de dispositivos médicos e Orgdos artificiais, préteses, oftalmologia, odontologia,
reparo GSseo € outros.

Os polimeros podem ser: polimeros naturais, que sdo sempre biodegradaveis, como o
colageno, a celulose e a quitosana e sdo muito utilizados como matrizes em liberacdo de
farmacos; polimeros naturais modificados, que frequentemente levam muito tempo para
degradar, mas isto pode ser resolvido adicionando-se grupos polares as cadeias, que por serem
mais labeis podem diminuir o tempo de degradacédo; e polimeros sintéticos, que sdo também
largamente utilizados.

Os polimeros sintéticos fazem parte do cotidiano e representam uma das classes de
materiais mais versateis que existem, apresentando inumeras aplicagdes, entre as quais, no
setor farmacéutico (AULTON, 2005; SWARBRICK, 2007; LIU; MAHESHWARI; KIICK,
2009). Dada a relevancia dos polimeros na producdo de medicamentos e cosméticos, e a
importante contribuicdo que estes agregam ao desempenho das formulacdes, faz-se necessario
conhecer um pouco mais sobre estes componentes.

Os polimeros ditos bioativos e biomiméticos também veem sendo pesquisados.
Materiais biomiméticos sao definidos como aqueles que podem interagir, seletivamente, com
0 microambiente bioldgico, mimetizando-o. Os polimeros bioativos sdo aqueles capazes de
interagir com receptores celulares, via reconhecimento biol6gico, proporcionando respostas
especificas (TADDEI, 2005).

Os polimeros terapéuticos sdo aqueles aos quais sao atribuidas propriedades
terapéuticas. O controle da funcionalizacdo e arquitetura de polimeros sintéticos permite que
estes se liguem a receptores especificos, presentes em patdgenos ou células, promovendo
reconhecimento ou comunicacéo, respectivamente, desencadeando a modulacdo de respostas
inflamatdrias, adesdo celular ou transducdo de sinais. Polimeros contendo farmacos
enxertados também sdo, frequentemente, denominados terapéuticos (LIU; MAHESHWARI,
KIICK, 2009).
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» Polimeros Biodegradaveis e Biorreabsorviveis

Polimeros biodegradaveis podem ser definidos como aqueles onde todos seus
componentes organicos sofrem total biodegradagdo macromolecular in vivo, por acdo de
enzimas, micro-organismos ou células (BARBANTI, 2005; NAIR; LAURENCIN, 2007). O
termo biodegradavel é utilizado para polimeros e dispositivos solidos que devido a
degradacdo macromolecular sofrem disperséo in vivo, mas sem a eliminacdo dos produtos e
subprodutos pelo organismo. Os polimeros biodegradaveis podem ser atacados por elementos
bioldgicos de forma que a integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou
outros subprodutos de degradacdo que podem ser removidos do seu local de agdo, mas nao
necessariamente do organismo (YU et al., 2010).

Polimeros biorreabsorviveis sdo materiais e dispositivos sélidos que mostram
degradacdo através da diminuicdo de tamanho e que sdo reabsorvidos in vivo, ou seja,
materiais que sdo totalmente eliminados pelas rotas metabolicas do organismo. S&o materiais
que podem ser dissolvidos nos fluidos corpéreos sem qualquer clivagem da cadeia
macromolecular ou diminuicdo da massa molecular. Por exemplo, este € o caso da lenta
dissolucdo de implantes soliveis nos fluidos organicos. Um polimero pode ser
bioreabsorvivel se suas macromoléculas sdo excretadas totalmente. O uso de polimeros
biorreabsorviveis como suporte nos biomateriais para testes in vitro ou in vivo vem tendo
destagque na engenharia de tecidos (YU et al., 2010).

Dentre os principais polimeros biodegradaveis e biorreabsoviveis atualmente bastante
estudados e utilizados na area biomédica estdo o poli (acido latico) (PLA), o poli (&cido
glicolico) (PGA), a policaprolactona (PCL) e o copolimero do &cido latico e glicolico, o poli
(4cido latico-co-glicolico) (PLGA) (OREFICE, 2006).

» Polimeros em sistemas de liberacéo de farmacos

A seringa pode ser considerada o primeiro SLF da historia. A partir dos anos 60,
seringas hipodérmicas feitas de vidro, introduzidas em 1853, comecaram a ser substituidas
por seringas de plastico. Polimeros empregados na fabricacdo de seringas devem ser
transparentes, apirogénicos, de elevada molhabilidade, com alta estabilidade quimica e de
barreira e resistentes a esterilizacdo por radiacdo gama ou oxido de etileno. Os materiais ndo
devem causar coagulacdo e reacdes imunologicas quando em contato com tecidos e fluidos
biolégicos (ZELENESTKII, 1972).
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Cerca de 40% das moléculas farmacologicamente ativas sdo rejeitadas, devido,
principalmente, & reduzida solubilidade e biodisponibilidade. Para contornar tais problemas,
polimeros biodegradaveis, capazes de modularem a liberacdo do farmaco, surgiram como
alternativas eficazes (QIU; BAE, 2006). Matrizes poliméricas biodegradaveis sdo, em geral,
biocompativeis e degradam in vivo em fragmentos menores que podem ser excretados pelo
corpo. Estes produtos de degradacdo ndo devem ser tOxicos e ndo causar resposta
inflamatoria. Outra caracteristica importante é a degradacdo ocorrer em um razoavel periodo
de tempo, requerido pela aplicacdo. Se a matriz polimérica ndo degrada dentro do corpo, ela
deve ser cirurgicamente removida, implicando em um alto custo e risco para o paciente. Neste
sentido, a sintese de polimeros biodegradaveis contribuiu para a melhoria destes sistemas,
visto que eles ndo requerem remocdo cirdrgica e apresentam poucos efeitos colaterais
(PEPPES, 1987).

Sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos sdo largamente utilizados e ndo soO
permitem uma liberacdo lenta e gradual do ingrediente ativo, como também podem
possibilitar o direcionamento a alvos especificos do organismo, como sitios de inflamagéo ou
tumor. Os SLFs do tipo polimérico sdo classificados de acordo com varios mecanismos
Podem ser fundamentados em sistemas matriciais, reservatorios, gastrorretensivos, entre
outros. Os sistemas controlados por difusdo sdo os mais comuns (PEPPES, 1987; PEZZINI,
2007).

A cada dia sdo propostos novos sistemas baseados em polimeros sintéticos ou naturais,
em hidrogéis, em polimeros biodegradaveis ou ndo, em polimeros bioadesivos, entre outros.
Exemplos de SLF baseados em polimeros sdo os adesivos, 0os implantes, os dispositivos
médicos e as formas farmacéuticas solidas matriciais ou reservatdrios. Os polimeros séo
incorporados em tais formas farmacéuticas visando diferentes fungdes, como mascarar odor e
sabor desagradaveis, proteger o farmaco de condi¢cdes agressivas do meio ambiente (luz e
umidade) e do microambiente fisioldgico, auxiliar no processo produtivo e para modular a
liberacdo do farmaco (ALLEN; GENNARO, 2007).

» Biorreabsorcao
E a eliminacéo total do material e dos subprodutos de degradacéo (compostos de baixa

massa molar) sem efeitos colaterais residuais. O uso da palavra "biorreabsorcéo” é utilizado
quando a eliminagéo é total. (LI, 1999; YU et al., 2010).
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» Biodegradagéo

O termo biodegradacdo descreve 0s processos envolvendo quebra de cadeia e
modifica¢bes da massa molar e da solubilidade do polimero. Processos bioldgicos, fisicos e
quimicos, podem atuar na biodegradacdo (HEALY, 1999; KOTWAL et al., 2007). Vérios
fatores contribuem significantemente no tempo de degradacdo dos poliésteres, entre eles o
tamanho e a forma do dispositivo, a cristalinidade e a massa molar do polimero (JALIL;
NIXON, 1990). Embora a maioria dos polimeros seja susceptivel de sofrer degradacéo sob
certas condicbes, a grande maioria ndo sofre ataque no organismo, porque as condicdes
fisioldégicas ndo sdo particularmente agressivas a sua estrutura. Um tipo de degradacédo
esperada no interior do organismo é a hidrélise, embora existam poucos polimeros com
estruturas hidrolisaveis (RICCI; MARCHETTI, 2006).

A degradacdo in vitro ocorre essencialmente por erosdo homogénea em dois estagios:
0 primeiro ocorre por cisdo dos grupos ésteres da cadeia, acompanhada por perda da massa
molecular, sendo sua duracdo dependente da massa molecular inicial. O segundo estégio
comeca na faixa de massa molecular abaixo de 15.000 Daltons e, além da perda em massa
molecular, ocorre também perda da forca de tensdo. A degradacdo in vitro pode ser
aumentada na presenca da enzima lipase (PITT et al., 1981).

A degradacdo in vivo é acelerada por estearases e por adsorcdo de proteinas
plasmaticas. Esta adsorcdo faz com que as moléculas do polimero passem para uma forma
expandida, aumentando a solubilidade e, consequentemente, acelerando a degradacdo. O
processo de biodegradacdo e bioreabsorcdo do PCL s@o descritos na literatura como sendo
uma sucessdo de eventos. A biodegradabilidade do polimero é devida a susceptibilidade da
ligacdo alifatica éster a hidrolise, sendo os produtos gerados metabolizados pela via do ciclo
do acido tricarboxilico ou eliminados diretamente por excrecdo renal. Exposto aos fluidos
aquosos do corpo, inicialmente o material sofre hidratacdo. Com a presenca das moléculas de
agua, o processo de degradacdo da-se através da hidrdlise das ligacdes ésteres, originando
produtos na forma de oligbmeros (monémeros) sollveis e ndo toxicos. A degradacdo
prossegue por um processo biologicamente ativo (por enzimas) ou pela clivagem hidrolitica
passiva, sendo caracterizada pela perda de massa, diminuicdo de massa molar ponderal média
(mM) e pela perda de suas propriedades mecanicas, como a resisténcia a tracdo e a
compressdo (HUANG et al., 2004).

A degradacdo da PCL em comparacdo com a de outros polimeros é lenta, tornando-o

adequado para liberacdo de farmacos por longo periodo, estendendo-se por mais de um ano. A



44

biodegradacao desse polimero pode ser intensificada por copolimeros como o PLA, o PLGA e
0 PGA. A proposta do presente estudo foi colocar proporgdes iguais de PCL e PLGA em uma
blenda contendo as propriedades vantajosas desses dois polimeros. O mecanismo da
degradacédo in vitro dos polimeros bioreabsorviveis tem sido avaliado nos Gltimos anos e
demonstra ser um processo heterogéneo na extensdo do material (Huang et al., 2004).

Dentre os produtos da hidrolise das ligacbes ésteres, a presenca de terminais
4cidos catalisa a reacdo de degradacio. E o chamado efeito autocatalitico dos PCL. O
processo é homogéneo inicialmente, gerando oligbmeros sollveis em dgua em toda a extensdo
do material. Os produtos presentes na superficie da matriz sdo difundidos para 0 meio,
entretanto, a baixa taxa de difusdo dos produtos da reacdo no interior do material gera um
acumulo de &cidos, fazendo com que estruturas densas tenham uma erosdo inicial na
superficie, mas apresentando uma degradacdo mais acentuada na parte central (SINHA et al.,
2004). Pode-se dizer que quanto maior a proporcdo de &cido latico no PLGA, maior a
hidrofobicidade do copolimero e menor sera a velocidade de degradagdo. A biodegradacéo
deste polimero ocorre por erosdo, por meio de clivagem da cadeia polimérica por hidrolise,
liberando o acido latico e glicdlico. Estes acidos, por serem metabdlitos naturais do
organismo, sdo incorporados ao ciclo de Krebs e eliminados na forma de gas carbdnico e agua
(JALIL; NIXON, 1990).

A biodegradabilidade dos polimeros € um atributo explorado na modulacdo da
liberacdo de farmacos, uma vez que é altamente desejavel que um material introduzido no
organismo seja eliminado depois de cumprida sua funcéo, sem a necessidade de intervencoes
para sua retirada. Os produtos de degradacdo formados sdo metabolizados a didxido de
carbono e agua, via ciclo de Krebs, ou sdo excretados na urina (KOTWAL et al., 2007).
Polimeros de origem natural (biopolimeros) séo passiveis de degradacdo in vivo por hidrolise

ou ataque enzimatico.

> Poli (e-caprolactona)

A policaprolactona (PCL) (Figura 5) é um polimero biodegradavel, biocompativel,
hidrofobico, da classe dos poliésteres alifaticos, aprovado para utilizacdo em humanos
(COOMBES et al., 2004; SINHA et al., 2004), que tem sido estudado como polimero para
sistemas de liberacdo de farmacos, pois além de ndo ser tdxico, possui também alta
permeabilidade a varios farmacos. E obtido pela polimerizagdo por abertura do anel da e-
caprolactona (ROSA et al., 2002).
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PCL

Figura 5: Estrutura quimica da policaprolactona.

A PCL é um polimero semicristalino, que possui temperatura de transi¢do vitrea -60°C
e baixo ponto de fusdo entre 59 e 64°C, 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 sollvel a temperatura ambiente em cloroférmio,
diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, ciclohexano e 2-nitropropano; é
pouco soluvel em acetona, 2-butano, acetato de etil, dimetilformamida e acetonitrila; e €
insoluvel em &gua, alcool e éter dietil (SINHA et al., 2004).

Dentre os polimeros utilizados, a PCL se destaca devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e propriedades mecanicas e por ser um polimero semicristalino, possui
degradacdo mais lenta quando comparado aos polimeros amorfos. Desse modo, é possivel
aumentar a eficacia de algumas substancias em funcdo do aumento da concentracdo das
mesmas em sitios especificos e/ou a reducdo dos efeitos toxicos em sitios ndo especificos
(DAl et al., 2009).

A PCL é um material mais resiliente que outros polimeros, com caracteristicas
melhores para reparacdo 0ssea por manter as propriedades fisicas 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 liberacdo controlada de fator 1 derivado de
células tronco (SDF-1) para engenharia de tecidos. Teoh et al. (2007) desenvolveram uma
matriz tridimensional de arquitetura Gnica para mediar uma favoravel adesédo, proliferacdo e
diferenciacdo celular. A matriz bioativa de PCL-20%TCP foi usada no tratamento de defeitos
0sseos de tamanhos criticos na mandibula de cachorros e os resultados foram melhorados com
a adicdo de PRP (plasma rico em plaquetas) a matriz. A PCL é usada em combinacdo com
outros polimeros para a manipulacdo da taxa de liberacdo de farmacos, bem como para

melhorar sua resisténcia, habilidade e adesdo (SINHA et al., 2004).
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» Poli (&cido latico-co-glicdlico) PLGA

O copolimero derivado do &cido latico e glicolico (PLGA), assim como a PCL, é um
polimero biodegradavel, biocompativel sintetizado por uma reacdo de condensacgdo, através
da abertura do anel dos dimeros ciclicos (acido latico e/ou acido glicélico), representados na
Figura 6. Entretanto, apresenta maior velocidade de degradacdo se comparado a PCL
(COOMBES et al., 2004; SINHA et al., 2004).

Figura 6: Representacéo estrutural do PLGA.

2.9 Bioceramica: Fosfato de Calcio Bifasico

Materiais ceramicos usados com finalidade biologica sdo chamados bioceramicas
(BC). As BC a base de fosfato de calcio sdo usadas para substituicdo Ossea. Elas tém
diferentes tipos de apresentacdo como grdos, blocos, compositos, cimentos ou revestimentos
em implantes ortopédicos e odontologicos. Podem ser classificadas em bioinertes, bioativas e
biorreabsorviveis (SHIKINAMI; OKUNO, 1999).

As BC podem ser usadas como andaimes na engenharia de tecidos para regeneracao
Ossea ou dentinaria (EL-GHANNAM, 2005). Os fosfatos de céalcio sdo similares a
composicdo do 0sso e tém a propriedade de osteoconducdo e bioatividade. A osteoconducéo
funciona como guia para 0 0sso recém formando e a bioatividade ¢é a ligacdo diretamente ao
osso, formando uma unica interface forte, promovendo a formacdo de uma camada de
carbonato de hidroxiapatita, que atrai as proteinas que ligam as células, proliferando e
diferenciando-se e formando novo osso (biomineralizacéo).

In vivo, a bioceramica de fosfato mostrou excelente biocompatibilidade: a estrutura
micro-macro porosa, bifasica, ou seja, uma fase mais estavel hidroxiapatita (HA) e outra mais
soluvel tricalcio fosfato (TCP), apresentam melhores resultados como materiais de
preenchimento 6sseo (LIN et al., 1998). Os fosfatos de calcio podem ser usados também

como suporte na engenharia de tecidos para regeneracdo 6ssea ou dentinaria, em razdo da sua
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semelhanga na composigdo e por formar uma unica interface forte. Sua propriedade bioativa
promove a formagdo de uma camada de carbonato de hidroxiapatita, que atrai proteinas
aderindo células e, consequentemente, a proliferacdo e a diferenciacdo da matriz, resultando
na biomineralizacdo (osteoinduc¢éo) (LEGEROS, 1988; 2008).

As bioceramicas, bifasicas micro-macro porosas, sio compostas por 35% de B-TCP
(BCP), fase mais soluvel e 65% de HA, fase menos soliuvel das biocerdmicas. Esse
biomaterial apresenta macroporos intercomunicantes, na faixa de 50-400 um, que induzem
uma resposta organica mais efetiva, forte ligacdo e crescimento tecidual intrinseco. Também
apresenta microporos intercomunicantes, inclusive com os macroporos, na faixa de 1 ume 10
um que aumentam o contato tecidual, a solubilidade e a capacidade de trocas com os liquidos
organicos, além de poros intermediarios de 10 um a 50 um. Essa estrutura arquitetonica
porosa esta indicada como um eficaz e importante veiculo condutor e liberador de farmacos
ou outras substancias por um periodo determinado, assim como sua topografia superficial
permite atividade metabolica osteoblastica e expressdo desejavel dos fendtipos de
neoformacéo tecidual (WYKROTA et al., 1998). Os poros presentes na bioceramica podem
ser obtidos por métodos fisicos ou quimicos; eles interligam 0s macro e microporos
semelhantes ao tecido Osseo favorecendo a osseointegracdo (LEGEROS et al., 2003;
LEGEROQOS, 2008).

A formacdo éssea pode acontecer diretamente a superficie do material, obtendo-se
uma forte adesdo ao tecido 0sseo. Por outro lado, a osteoinducdo é considerada como uma
propriedade dos materiais que induzem a formacdo de tecido ésseo. No passado, essa
propriedade foi descrita somente com relacdo a materiais que continham fatores proteicos
osteoindutivos, como as proteinas morfogenéticas (BMPs). Em principio, qualquer material
ceramico que é suficientemente biocompativel e biodegradavel pode ser usado como um
implante em tecido vivo. O material ceramico é capaz de prover uma superficie de fosfato de
calcio, in vitro ou in vivo, apresentando essa estrutura de superficie especifica. E desejavel
que o material ceramico seja capaz de adsorver os agentes biologicamente ativos, como
fatores de crescimento, BMP’s, etc., in vitro ou in vivo. Exemplos de materiais ceramicos
incluem fosfato de calcio, biovidros e materiais que contém calcio, fosfato e/ou biovidros
(RIPAMONTI; DUNEAS, 1996).

Entretanto, as hidroxiapatitas apresentam algumas limitagdes, como: 1) limitada
capacidade de suportar carga de torcdo; 2) a pouco adequada tolerancia de corte; e 3) uma
reabsorcdo minima quando as hidroxiapatitas puras, policristalinas sdo usadas. Por essas

razdes, 0 seu uso em regibes esqueléticas submetidas a altos esforgos sdo limitadas, o que j&
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ndo acontece da mesma forma com as octacalcio fosfato bifasicas micro/macroporosas. Com
isso, tem-se uma grande utilizacdo nos reparos e/ou reconstrucées das perdas ésseas em geral
em odontologia e medicina (RIPAMONTI; DUNEAS, 1996).

2.10 Compdsitos de PCL/PLGA/BCP

Apesar das propriedades de biocompatibilidade e bioatividade de algumas ceramicas,
suas aplicagcbes como matrizes para 0 crescimento 0sseo sdo limitadas por possuirem baixa
tenacidade, ou seja, baixa capacidade de deformacdo plastica. Uma forma de melhorar as
propriedades mecénicas de cerdmicas e vidros € aumentar a tenacidade através da sua
combinacdo com polimeros biodegradéveis, formando um compdsito. Agregando as
propriedades bioldgicas das cerdmicas com as propriedades mecénicas dos polimeros,
compositos tém sido desenvolvidos, na busca de uma matriz ideal. Varios trabalhos mostram
a bioatividade das matrizes em bases poliméricas e bioceramicas (CIAPETTI et al., 2003;
KIM; KNOWLES; KIM, 2004; PATARO et al., 2007).

Muitos compositos de polimero com BCP podem ser usados para conferir diferentes
caracteristicas e controlar suas propriedades como: biocompatibilidade; absorcéo de agua para
expor superficies ou tecidos a liberacdo de farmacos tais como antibidticos, antiinflamatorios,
horménios e fatores de crescimento de tecidos; porcentagem de degradacdo e propriedades
mecanicas, fazendo destes materiais desejaveis para aplicacdo médica (REIS et al., 2007). O
composito polimérico e bioceramico biodegradavel serve para a proliferacdo das células
0sseas (BLACK, 1991). Kim, Knowles e Kim (2004) estudaram compdsitos formados por
PCL em uma matriz ceramica de hidroxiapatita e tetraciclina (TC) em diferentes proporcdes
de ceramica, polimero e farmaco. Eles constataram que a cinética de liberacdo e as

propriedades mecanicas sdo dependentes da razdo entre 0s constituintes do compadsito.

2.11 Antibidticos e Doenca Periodontal

Os biofilmes bacterianos tém um importante impacto clinico, o que tem inspirado
muitos pesquisadores a investigar os mecanismos reguladores, formacdo e dissolucdo destes
sistemas com o0 objetivo principal de identificar as acBes especificas dos agentes
quimioterapicos (JEFFERSON, 2004). Os biofilmes, principalmente o oral, que é o mais
complexo do organismo, apresentam propriedades dindmicas intrinsecas, que sdo

constantemente moduladas por fatores ambientais e bioldgicos, como a dieta e o sistema
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imune do hospedeiro (GU et al., 2005). A satde bucal é muito importante para a manutengéo
da saude global do organismo humano. No entanto, varios problemas, tais como neoplasias,
disfungdes glandulares, céaries e doenca periodontal, acometem a cavidade oral.

O termo “doenca periodontal” define vérias doengas associadas com o periodonto
(SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996). A doenca periodontal ou periodontite é causada pela
infeccdo dos tecidos periodontais de suporte (ligamento periodontal, cemento, osso alveolar)
decorrente do acimulo de placa bacteriana, que pode resultar na perda progressiva de insercdo
conjuntiva e osso alveolar (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2000). O
carater destrutivo das doencas periodontais e sua progressao sdo dependentes da presenca da
placa bacteriana supra e subgengival. Em resposta a esta infec¢do, o hospedeiro representa um
papel importante na patogenia da doenca periodontal através da producdo de enzimas e outros
mediadores enddgenos da resposta inflamatoria, sendo responsavel por grande parte da
destruicdo tecidual observada atraves de parametros clinicos e histopatoldgicos. Afeta
virtualmente a maioria da populagdo mundial, sendo a maior fonte de perda de dente apos os
25 anos de idade (LINDHE, 1999).

A bolsa periodontal pode ser definida pelo aprofundamento patoldgico do sulco
gengival (SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996) entre a gengiva e 0 dente, que causa retracdo
da gengiva marginal e o desenvolvimento de um ambiente ideal para o crescimento, na
superficie da raiz do dente e na camada mais externa do cemento, de bactérias anaerdbias e
outros microrganismos responsaveis pela doengca (SEYMOUR; AVIOLI; HEASMAN, 1992).
Ocorre em funcdo do acumulo de componentes microbianos da placa dental e do célculo,
sendo limitada de um lado pelo dente e do outro pelo tecido gengival que se acumula no
interior das areas subgengivais do periodonto (MONBELLI et al., 1996).

Ao se decidir pelo uso de antibi6ticos no tratamento periodontal, trés fatores devem
ser considerados: a classificacdo da doenca periodontal, 0s provaveis microrganismos
envolvidos e as possiveis condigcdes sistémicas do hospedeiro. Segundo Mylotte (1990), a
escolha do antibidtico também deve levar em consideracdo 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 a
escolha inapropriada do antibidtico, falha no célculo da dosagem do mesmo, incapacidade do
antibidtico penetrar nos sitios da infeccdo, fatores locais desfavoraveis, limitada
vascularizacdo local ou diminuicdo do fluxo sanguineo, falta de colaboracdo do paciente e
custo do tratamento (DAHL et al., 2006).



50

Antibioticos podem ser bactericidas ou bacteriostaticos. Os principais antibioticos
bacteriostaticos sdo: acido nalidixico, eritromicina, lincomicina, nitrofuranos e tetraciclina
(TC). Os agentes antibacterianos séo classificados nos seguintes grupos: inibidores da sintese
da parede celular; antagonistas de folato; inibidores da sintese de proteinas; quinoldnicos e
antissepticos do trato urinario; farmacos antimicobactérias; antibidticos com agdo
predominante sobre protozoarios. Os inibidores da sintese de proteinas podem divididos nos
seguintes grupos de farmacos: aminoglicosideos; TCs; macrolideos; anfenicdis; lincosamidas
(GOLUB et al., 1994).

O nome tetraciclina esta relacionado a existéncia de quatro anéis fusionados com um
sistema de duplas ligagdes conjugadas que formam estes compostos, derivados de diversas
espécies de Streptomyces. As substituicGes nestes anéis levam as variagGes farmacocinéticas.
Os principais farmacos deste grupo sdo: TC, doxiciclina (DOX), minociclina (MIN). S&o
bacteriostéaticas, inibem a sintese proteica bacteriana, possuem largo espectro e apresentam-se
eficazes contra Gram-positivos e Gram-negativos, cocos, aerobios e anaerébios e possuem a
capacidade de interagir com tecidos dentarios (GOLUB et al., 1994).

A TC, a DOX e a MIN sédo frequentemente empregadas no tratamento de infecgcdes
clinicas humanas tanto na medicina quanto na odontologia. Na medicina, o uso da TC tem
sido promissor no tratamento da osteoporose e osteoartrite avangcada. Compostos modificados
de TC podem inibir um colapso celular em casos de cancer e desordens medicas
caracterizadas  por  excessiva atividade de  metaloproteinase = (MOMBELLI;
SAMARANAY AKE, 2004).

As TCs tém sido largamente usadas como terapia adjuvante nas periodontites
(PRESHAW, 2004). Embora inicialmente atribuida a suas propriedades antimicrobianas, a
eficdcia clinica das TCs na periodontite se deve a sua atividade anti-inflamatoria intrinseca.
Foi na década de 80 que Golub e colaboradores, em estudos in vitro e in vivo, verificaram que
as TCs possuiam propriedade anti-inflamatdria ao inibir a atividade das MMP por um
mecanismo independente de sua eficacia antimicrobiana. As MMPs sdo uma familia de
endopeptidases, enzimas colagenoliticas (colagenases, gelatinases, estromelisinas), zinco-
proteases dependentes, que estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos e
fisiopatologicos, incluindo embriogénese, remodelacdo do tecido, inflamacdo e tumores,
destruicdo do colageno, estrutura basica do periodonto, e podem facilitar a aderéncia de
fibronectina a superficie radicular, o que facilita a regeneracdo de ligamento periodontal.

Além disso, as MMPs desempenham um papel essencial na proliferacdo e diferenciagdo de
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populacbes celulares dos tecidos conjuntivos, incluindo as osteoblésticas (CHOI; HAN;
ROODMAN; ADAM, 2001).

Acredita-se que as TCs exercem seus efeitos anti-proteoliticos, tanto por inibicdo
direta de MMPs quanto por inibigdo da sua expressdo (de sua sintese). A inibicdo direta que
exercem sobre este grupo de enzimas deve-se a sua capacidade de ligacdo aos ions metalicos
(Casz, Zn,y) presentes nas MMP, uma vez que essas enzimas requerem ions Zn., no seu sitio
ativo e ions Ca,, para estabilizar a sua conformacdo molecular, que sdo necessarios para a sua
atividade de degradacdo da matriz. A eficacia de inibi¢cdo da TC contra MMPs depende do
tipo de TC, da MMP e do PH. Assim, ao inibirem diretamente a a¢cdo da colagenase, as TCs
diminuem de forma indireta a taxa de reabsorcao 6ssea, pois sao potentes inibidores da funcédo
osteoclastica (VERNILLO et al., 1994).

A inibicdo indireta das MMPs pelas TCs se da pela inibicdo de proteases de
serina. As MMPs podem inativar os inibidores de proteases de serina (SERPINS), e a inibigcdo
de MMP com DOX ou compostos derivados da TC (CMTs) preserva SERPINS, bloqueando,
assim, a atividade de proteases de serina. Outra propriedade ndo antimicrobica das TCs bem
caracterizada € a sua capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio (ROS). ROS em
excesso sdo produzidos sob muitas condigdes patoldgicas e podem conduzir a destruicéo
oxidativa ou disfuncdo de muitos constituintes celulares, pois sédo altamente reativos. As TCs
eliminam os radicais livres, semelhante a acdo da vitamina E. O anel de fenol das TCs é a
chave para as capacidades de remocdo de ROS destes compostos (GOLUB et al., 1994).

Existe um crescente corpo de evidéncias sugerindo que as TCs possuem propriedades
anti-apoptoticas. Num estudo de THOMPSON (1999), verificou-se que a DOX aumentou a
sobrevivéncia de neurénios do hipocampo apos isquemia cerebral em gerbils, e essa protecao
foi associada com a inibicdo da expressdo da caspase-1 por estabilizacdo mitocondrial.
Estudos demonstram que o blogueio diretamente dentro da cascata apoptotica pode salvar
midcitos e reduzir o tamanho do infarto.

Cada membro da familia das TCs tém semelhancas e propriedades que as diferencia
umas das outras, como meia vida e lipofilicidade. Em geral, hda uma relacdo 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 distribuicdo nos tecidos. A DOX
apresenta MIC (ICs0=15 puM) menores que a MIN (1C5,=190 uM) ou que as TCs (IC5,=350
p1M), indicando que seria necessaria uma dose muito menor deste medicamento para inibir em

50% os niveis de colagenase de um determinado sitio quando comparadas com as doses
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necessarias de MIN e TC, demonstrando que DOX é a mais potente, mais ativa em menores
concentragdes (BURNS et al., 1989; GUIMARAES, 1997). Além disso, as TCs modulam a
resposta do hospeiro, a inibicdo de formacédo de radicais oxigenados, derivados de neutrdfilos,
a regulacdo da expressao de reguladores pro-inflamatorios e citocinas, 0 aumento da producao
de colageno, a ativacdo dos osteoblastos e da formacdo 6ssea (PRESHAW, 2004).

Recentemente, comprovou-se que a DOX inibe a atividade das MMPs, bem como a
proliferacdo celular de células mononucleares e também diminui a resposta blastogénica de
linfécitos em pacientes periodontais. Grenier et al. (2002) sugeriram que a DOX tem
potencial para inibir proteinases bacterianas, as quais contribuem para degradacgéo tecidual
durante a periodontite.

A observagdo de que TCs modificadas, como a DOX, podem inibir a atividade de
colagenases por um mecanismo independente de sua eficacia antimicrobiana, tem justificado
estudos desse agente na periodontite experimental, especialmente a DOX, considerada a mais
potente anti-colagenase das TCs. E considerada o inibidor mais potente e ndo seletivo de
MMPs. A superioridade relativa da DOX como um inibidor de MMP é devido a sua maior
afinidade para Zn®* em comparag&o com TC ou MIN (BURNS et al., 1989). Foi proposto que
a DOX possa se ligar proximo ao Zn®* no sitio catalitico e romper a ligac&o entre esse fon e o
calcio, bloqueando, assim, o sitio ativo e inibindo a atividade das MMPs. Isso pode decorrer
da diminuicdo da estabilidade do RNAm para MMPs (PETERSON, 2004).

A DOX é o unico inibidor de MMPs aprovado para uso clinico pelo FDA (US Food
and Drug Administration) para o tratamento de doencas periodontais em dose
“subantimicrobiana”, ou seja, em doses que produzem concentragcdes plasmaticas menores do
que as requeridas para sua acdo antimicrobiana (LEE et al., 2004). Além disso, 0 uso da DOX
tem demonstrado efeitos benéficos no tratamento de outras doencas em que as MMPs
desempenham papéis patoldgicos, tais como aneurisma aortico abdominal, infarto agudo do
miocardio e cancer de colo. Castro et al. (2010) mostraram que a DOX pode inibir o
remodelamento vascular induzido pela hipertensao arterial.

A liberacdo apropriada de um farmaco em funcdo da dosagem é de importancia critica
para sua eficacia. Para planejar a forma e dosagem mais apropriada, varios tipos de materiais
carreadores estdo sendo desenvolvidos para liberacdo da quantidade necessaria do farmaco ao
sitio por um periodo, obtendo eficiéncia e eficacia (HIRAYAMA et al., 2002). O uso de
antimicrobianos locais utilizando-se doses subantimicrobianas de DOX, associada a raspagem

e alisamento radiculares, foi mais efetivo que somente os procedimentos mecanicos,
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ressaltando que o periodo de exposicdo a estas doses pode ser maior, sem causar resisténcia
dos microrganismos periodontopatogénicos (PRESHAW; HEFTI; BRADSHAW, 2005).

A capacidade da TC em concentrar-se em tecidos é bem conhecida. Os dentistas
podem tirar vantagem da elevada concentracdo de DOX na saliva. Estudos demonstraram que
SLF de antimicrobianos mantém altas concentracdes do farmaco nas bolsas periodontais por
10 dias. O uso de uma dose maior num periodo mais curto foi defendido por Goodson et al.
(1991). Entretanto, alguns autores recomendaram baixas dosagens de DOX (BDD), isto &,
subantimicrobianas (20 mg, duas vezes por dia), por um longo periodo, com intuito de inibir a
acdo das colagenases do hospedeiro. As BDD reduzem a perda de insercdo 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 inibicdo da atividade das MMPs
seria entdo responsavel pelas propriedades anti-colagenases protetoras das TCs e ndo pelos
efeitos antimicrobianos.

O intervalo de concentracdo selecionada é de importancia clinica. Estudos
farmacocinéticos mostraram que, apds absor¢do oral de 200 mg de DOX (dosagem
terapéutica habitual), a concentracdo plasmatica atingiu 3 pg/mL ap6s 2 horas e foi mantida
acima de 1 pg/mL por 8-12 horas. Niveis mais elevados foram encontrados no fluido
crevicular gengival (FCG) (2 a 3 pg/mL), podendo atingir concentragdes superiores a 10
pMg/mL, ou seja, niveis mais elevados do que a minima concentracdo inibitoria (MIC) da
maioria dos patdgenos periodontais. Por outro lado, dosagem terapéutica de BDD resultou em
pico de concentracdes séricas de cerca de 0,8 pg/mL e permaneceu estavel em torno de 0,48
pg/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). Administrac6es orais de 5 a 20 mg/kg/dia de DOX
durante 6 meses estdo relacionadas com a reducdo da gravidade de danos aos tecidos
periodontais. Quando associadas a TP, tém demonstrado melhoras nos parametros clinicos,
sem evidéncias de resisténcia as tetraciclinas (PRESHAW, 2004). Nessa dose, a DOX produz
niveis sanguineos maximos de 0,2-0,3 pg/ml. Nesse esquema, nao se altera a microbiota oral
nem se observaram efeitos colaterais comumente observados com os antibioticos, como
surgimento de microorganismos resistentes, possivelmente pelo fato de que as concentracdes
plasmaticas de DOX que se obtém para eficacia antibiotica de 2 a 6 pg/ml ndo foram
alcancadas 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 dssea alveolar neste modelo. A reducéo na perda dssea foi acompanhada por redugdo no
namero de osteoclastos e preservacdo do cemento. Essa reducdo 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 administracdo sistémica de
DOX em ratos retardou o recrutamento de osteoclastos no sitio da doenca apds o ato
cirrgico, resultando na inibigdo da destruicdo do tecido 6sseo. Outro mecanismo modulador
que poderia estar associado a este resultado é a inibicdo da atividade da colagenase
demonstrada por Crout et al. (1996).

Foi também demonstrado que DOX aplicada localmente, onde se observa efeitos
sisttmicos minimos, apresentou efeitos benéficos sobre a osteogénese em cdes submetidos a
lesdo Gssea induzida mecanicamente e reduziu a producdo de colagenase por osteoblastos e
osteoclastos apos cirurgia dental. Ratificando outros estudos, demonstrou-se que BDD s&o
capazes de reduzir a perda dssea inflamatoria e que esse efeito ndo esta relacionado a sua
atividade antimicrobiana, evitando, desta forma, o risco do surgimento de resisténcia
bacteriana e minimizando os efeitos colaterais gastrintestinais geralmente associados com a
administracdo prolongada de DOX. Além disso, a DOX pode inibir a degradacdo da
cartilagem de forma que pode ser Gtil no tratamento da osteoartrite, forma comum de artrite
associada com dor e incapacidade devido a degradacdo da cartilagem (BEZERRA et al.,
2002).

Antibidticos de tetraciclina, incluindo DOX, tém sido utilizados para tratar doencas de
reabsorcdo Ossea, em parte por causa de sua atividade para suprimir osteoclastogénese
induzida pelo receptor ativador do fator nuclear Kappa B ligante (RANKL). Estudos
anteriores relataram que a DOX é capaz de diminuir a perda 0ssea e aumentar a formacao de
0sso (WILLIAMS et al., 1996). No entanto, a seu mecanismo inibitorio preciso permanecia
obscuro.

Pela primeira vez, Franco em 2011, em um estudo realizado in vitro e in vivo,
confirmaram que a DOX inibe a inducdo da RANKL na osteoclastogénese, por seu efeito
inibitoério sobre a atividade da enzima MMP-9, sem afetar a expressao da proteina MMP9,
independente da cascata de sinalizacdo MAPK-NFATc1. Estes autores confirmaram que a
inibicdo de MMP-9 por esses farmacos (TCs ou CMTSs) € a Unica responsavel pela repressao
de RANKL na osteogénese. A MMP-9 funciona como gene efetor da expressdo dos
osteoclastos e, como tal, funciona como um regulador da osteogénese. Eles confirmaram
também que apenas 0s compostos da familia das TCs, incluindo DOX, possuem efeito

inibitério sobre RANKL, que a DOX ndo afeta a homeostase do metabolismo 0Gsseo
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sistémico. Em resumo, estes resultados indicaram: 1) o efeito ndo antibiético e antiinflamtorio
da DOX sdo a partir da inibicio da MMP; 2) MMP-9 é induzida durante a fase de
diferenciagé@o de osteoclastos e 3) DOX pode suprimir a expressao da fase final dos genes da
osteoclastogénese (mais de 48 h da estimulacdo RANKL), isto é, TRAP e catepsina K,
moléculas necessérias para a reabsorc¢éo do 0sso (ONG, 2002).

A diferenciacdo de osteoclastos a partir de células precursoras de osteoclastos e a
ativacdo da reabsorcdo Gssea, fungcdo dos osteoclastos maduros, sdo eventos que necessitam
de RANKL e seu fator M-CSF para induzir a expressédo de RANK, um receptor para RANK.
A Ligacdo do RANKL ao RANK leva ao recrutamento do fator TNF de receptor para o
dominio citoplasmatico de RANK, o qual, por sua vez, resulta na ativacdo de cascatas de
sinalizacdo distintas mediada por quinases ativadas por mitogenos (proteina 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 osteoclastogénese in vitro a partir de células mononucleares do sangue
periférico estimuladas com receptor ativador de NF-kB ligante (RANKL) e colénia de
macrofagos estimulando o fator (M-CSF). Esta evidéncia sugere que acumular TCs ou CMTs
pode suprimir a reabsor¢do Gssea atraves da inibicdo ndo so da atividade litica da enzima de
osteoclastos (isto €, a inibicdo da atividade MMPs), mas também a sua diferenciagdo em
RANKL.

> Doxiciclina

A DOX (HCI hemietanolato hemiidratada), cujo nome comum € cloridrato de
doxiciclina e a denominacdo cientifica é a-6-deoxy-5-hydroxytetracycline monohydrate, tem
aspecto de p6 amarelo cristalino, € facilmente solivel em agua e metanol, pouco solivel em
etanol, praticamente insolivel em éter, dissolve em solu¢bes de hidréxidos alcalinos e
carbonatos. A DOX apresenta elevado grau de lipossolubilidade, pouca afinidade de ligacao
ao célcio e é altamente estavel no soro humano. E um antibi6tico de amplo espectro, derivado
sintético da TC, subgrupo cloranfenicol. A sua férmula quimica é: CyH24N20g,H,0
(TOLEDO et al., 2007).


http://www.arikah.net/enciclopedia-portuguese/Cloranfenicol
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Figura 7: Estrutura quimica 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 solu¢do do que com a membrana, por isso hd maior liberagdo do farmaco
para o sistema. Como a DOX é lipofilica e excretada pela bile, sujeita ao ciclo éntero-
hepatico, apresenta longa duracgéo (entre 11 a 23 horas em pacientes normais), atinge 0s varios
orgaos e fluidos do organismo, incluindo o microambiente 0sseo. A TC possui agdo curta
(entre 8 a 9 horas em pacientes normais) (GUIMARAES, 1997).

Quanto a sua farmacocinética, a DOX administrada por via oral é completamente
absorvida e se liga em grau variavel as proteinas plasmaticas. O pico medio dos niveis séricos
foi de 2-6 pg/ml apos 2 horas, diminuindo para 1,45 pg/ml ap6s 18h. Oferece absor¢ao segura
e tempo prolongado de meia-vida. Esta propriedade permite frequéncia de administracdo
menor. A DOX se difunde por todo organismo e atinge concentracdes elevadas nos rins,
figado, baco e pulmdo e excretadas na urina e fezes em altas concentracdes sob a forma
biologicamente ativa. A excrecdo renal de DOX é de aproximadamente 40% apds 72 horas
em individuos com a funcdo renal normal (clearance de creatinina de 75 ml/min). Esta
porcentagem pode ser reduzida para um valor de até 1-5% ap6s 72 horas em individuos com
insuficiéncia renal grave (TOLEDO et al., 2007).

Ao contrario de outras TCs, a absorcdo da DOX ndo € alterada pela ingestdo de
alimentos ou leite. Apresenta a vantagem de ser indicada a pacientes com distarbios renais,
pois ndo se acumula no organismo. Quando comparada a outras TCs, a DOX é absorvida e
excretada mais lentamente sendo sua acdo mais prolongada. As concentracfes obtidas no
pulmdo sdo quase duas vezes superiores a concentracdo plasmatica, 0 que demonstra a acdo
do farmaco no érgédo alvo. Sua boa biodisponibilidade permite que baixas concentracdes no
plasma sejam suficientes para se atingir a MIC para a maioria das bactérias de destino. Sua
excrecdo, sob forma inalterada, ocorre pelos sistemas urinario e digestivo (TOLEDO et al.,
2007).


http://www.arikah.net/commons/en/c/c3/Doxycyclin.png
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E fundamentalmente bacteriostética e acredita-se que ela exerca agdo antimicrobiana
pela inibicdo da sintese proteica. Age no metabolismo de bactérias impedindo sua nutricéo,
suscetibilidade adequada ao farmaco, desenvolvimento e reproducdo. Sugere-se, ainda, acao
na membrana citoplasmatica bacteriana. Sua propriedade lipossoltvel facilita-lhe a difusdo
através da membrana celular dos microrganismos susceptiveis, permitindo que ela se ligue a
subunidade 30S do ribossomo, inibindo a formagdo do complexo t-RNA-aminoacil-RNAmM-
ribossomo e impedindo, consequentemente, a translacdo bacteriana (TOLEDO et al., 2007).

A DOX ¢ ativa contra uma ampla variedade de microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos. E indicada em infecgbes causadas principalmente por microrganismos:
Rickettsia, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Plasmodium falciparum,
Campylobacter e outros. Quando a penicilina é contraindicada, a DOX é uma farmaco
alternativa no tratamento de infec¢des causadas por Treponema pallidum, Clostridium sp,
Actinomyces sp e outros. E Gtil como adjuvante na amebiase intestinal aguda, na acne severa e
na conjuntivite de inclusio. E indicada na prevencdo da leptospirose, no tratamento e
prevencdo seletiva da colera, na prevencdo da diarreia de viajante e da malaria (TOLEDO et
al., 2007).

Dentre as reacdes adversas: ndo deve ser utilizada durante a gravidez por atravessar a
barreira placentaria e ser encontrada nos tecidos fetais e no leite materno em doses
relativamente altas, podendo provocar reacGes adversas graves no feto e lactentes. Quanto as
interacdes medicamentosas, 0 uso concomitante de 200 mg de DOX com alcool, barbitiricos,
carbamazepina e fenitoina pode causar a diminui¢do da sua meia-vida. Deve-se evitar 0 uso
de DOX e de penicilina a0 mesmo tempo e o uso concomitante de DOX e contraceptivos

orais pode reduzir a eficacia destes ultimos (TOLEDO et al., 2007).

2.12 Sistemas de liberacdo controlada de antimicrobianos

A terapia utilizada no tratamento para conter a infeccdo localizada ou generalizada da
doenca periodontal tradicional constitui 0s meios mecanicos ou quimicos. Os meios
mecanicos de controle da placa supragengival incluem o uso do fio dental e escova dentaria,
ambos praticados pelo paciente, e o controle do biofilme subgengival, através de um
meticuloso desbridamento periddico da bolsa (curetagem), raspagem e aplainamento radicular
(RAR), realizados pelo dentista (LINDHE, 1999).

Segundo Badersten et al. (1984), o tratamento mecanico deve ser considerado o

padrdo ouro e um pré-requisito para o controle das infeccbes periodontais, na maioria dos
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casos é suficiente para reestabelecer a saude periodontal. Os meios quimicos incluem a
administracdo de farmacos seja por via sistémica, irrigacdo subgengival ou por meios de
bochechos com colutérios ou enxaguatorios bucais.

Entretanto, as vezes, o objetivo desses tratamentos ndo € alcancado visto que algumas
variaveis podem estar presentes e relacionadas a falhas na eliminacdo dos patégenos. Devido
a: dificuldade de acesso dos raspadores periodontais a 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); variagBes anatdmicas radiculares; fatores técnicos e sistémicos
modificadores da resposta do hospedeiro; formacdo de nichos de microrganismos entre as
raizes dentais dificultando e/ou impossibilitando o acesso durante os procedimentos
mecanicos e a capacidade de alguns destes em adentrarem nos tecidos conjuntivos e
recolonizar as superficies dentarias apds a terapia, principalmente quando combinado com um
controle de placa supragengival deficiente (KINANE; RADVAR, 1999). Essas limitagdes da
terapéutica permitem que bolsas refratarias ao tratamento se reativem, fato que tem levado
cientistas a procurar solucdo alternativa ao tratamento medicamentoso com repetidas
administracOes de agentes antimicrobianos de acgdo sistémica ou local (SLOTS; RAMS,
1992).

A administracdo sistémica ou local de agentes antimicrobianos constitui uma
alternativa para complementar a terapia mecanica convencional, no intuito de atuar sobre a
microbiota patogénica, assim como na modulacdo da resposta inflamatoria do hospedeiro,
limitando a destruicdo tecidual. Ambas as formas apresentam vantagens e desvantagens. A via
sistémica tem a capacidade de alcancar sitios dentais e ndo dentais e, aléem de atuar sobre as
bactérias que invadem os tecidos, atua tambem de forma direta e indireta na resposta do
hospedeiro (SEYMOUR; AVIOLI; HEASMAN, 1992).

Na administracdo sistémica de antimicrobianos as concentracfes terapéuticas sao
alcancadas no sitio da infeccdo por curtos periodos de tempo ap6s uma dose simples
(MEDLICOTT et al., 1994). No entanto, ela ndo pode ser utilizada por um longo periodo de
tempo. Muitos efeitos colaterais indesejaveis podem surgir, tais como nauseas, vOmito,
diarreia, gastrite, Ulceras, outros transtornos digestivos, alergias e desenvolvimento de
resisténcia pelos microrganismos e baixas concentragdes no sitio da doenga, aumentando a
razdo risco/beneficio (CIANCIO et al., 1992).

O tempo de permanéncia de solucdes de agentes antibacterianos diretamente no
interior da bolsa periodontal é curto, mesmo utilizando dispositivos de irrigagdo adequados,

portanto, administracGes frequentes séo requeridas para a manutencdo das concentragcdes na
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bolsa periodontal (MEDLICOTT et al., 1994). Dessa maneira, a aderéncia ao tratamento por
parte do paciente é um fator limitante para assegurar a eficdcia clinica do tratamento.

Devido a todos esses problemas e para minimizar a ocorréncia dos insucessos
terapéuticos, a adicdo de antimicrobianos liberados no interior da bolsa periodontal pode
reduzir microrganismos patogénicos ou modular a resposta inflamatdria e dessa forma limitar
a destruicdo tecidual. A bolsa periodontal é um reservatério natural que permite a inser¢édo de
um dispositivo de liberacdo, sendo que os beneficios que podem ser adquiridos baseiam-se na
liberacdo do agente terapéutico no local a ser tratado e a manutengdo dos niveis adequados de
farmaco por um periodo estabelecido de tempo (SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996).
Portanto, uma possivel aplicacdo 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 condigbes clinicas
especificas.

Os mecanismos de liberacdo local podem ser divididos em liberacdo sustentada ou
controlada, de acordo com a duracdo de liberagdo do medicamento (LANGER, 1990). Para
que o medicamento se torne efetivo contra microrganismos periodontopatogénicos, €
necessario que o mesmo atinja o interior da bolsa, mantenha sua concentracdo e permaneca
por um periodo de tempo suficiente para sua agdo. Um mecanismo de liberacdo local consiste
de um reservatério do farmaco e de um elemento limitante que controla o padréo de liberacéo
do medicamento. O objetivo é manter concentracdes efetivas dos agentes quimioterapicos no
sitio por longos periodos. Dessa forma, antimicrobianos de uso local podem ter um papel
importante em sitios que responderam pobremente a terapia mecanica.

Goodson et al. (1991) foram os primeiros a desenvolver um sistemas de liberagcdo de
farmaco intrabolsa periodontal (SLIBP), sugerindo que a utilizacdo de um supositorio de
liberacdo controlada de um farmaco colocado na bolsa poderia ser altamente efetiva para a
administracdo de agentes antibacterianos na terapia periodontal (TP). A liberacdo de farmaco
intrabolsa periodontal ¢ uma categoria de liberacdo local na cavidade oral (MEDLICOTT et
al., 1994). Desde entdo, um numero crescente de sistemas biodegradaveis ou nao tém sido
desenvolvidos com o objetivo de proporcionar liberacdo prolongada e controlada de
antimicrobianos, em concentracdo adequada, no interior da bolsa periodontal.

A administracdo do farmaco no interior da bolsa periodontal é uma alternativa para
minimizar a distribuicdo deste no organismo e, por conseguinte, aumentar a sua concentracao
no local a ser tratado e diminuir os efeitos colaterais e citotoxicos, menor nimero de

aplicagdes e, em casos de dispositivos biodegradaveis, a vantagem de ndo ter que retira-los. A
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liberacdo lenta e estavel controla e disponibiliza elevadas concentragcBes do farmaco no
interior da bolsa periodontal, em niveis terapéuticos, por diversos dias para suprimir
microrganismos periodontopatogénicos. Além disso, esses dispositivos tém se mostrado
biocompativeis, atenuando os efeitos toxicos e colaterais dos farmacos. A aplicacdo desses
sistemas aumenta a eficacia dos agentes antimicrobianos quando associadas ao tratamento
periodontal mecénico (LANGER; PEPPAS, 2003).

A producéo de dispositivos mais proximos das condigdes ideais, bem como conhecer
os mecanismos pelo qual esses agentes interagem com as células do organismo, continua
sendo objetivo farmacolégico. O desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de
farmacos ou o aprimoramento dos ja existentes € um desafio, em especial aqueles destinados
ao tratamento da bolsa periodontal devido as restrigdes impostas pela anatomofisiologia do
local. Estudos tém demonstrado a eficacia e vantagens de SLFs de antimicrobianos em
relagdo aos farmacos tradicionais (SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996):

1. Os antimicrobianos de uso local séo recursos coadjuvantes na terapia
mecanica e/ou cirurgica da doenca periodontal,

2. Apresenta propriedade de manutencdo da sua concentracdo por um
periodo de tempo maior, diminuindo o risco de efeitos colaterais dos farmacos, bem
como a possibilidade de conduzir a resisténcia bacteriana.

A TC é o farmaco mais empregado no sistema de liberacdo local, apresentando
melhores resultados clinicos. No desenvolvimento de SLIBP, devem ser consideradas as
caracteristicas anatomo-fisioldgicas da bolsa periodontal, pois ela é naturalmente irrigada pelo
fluido crevicular gengival. Em pessoas com doenca periodontal, a taxa meédia de fluxo do
fluido crevicular em sitios individuais estd aumentada. Geralmente, um fluxo alto resultard em
uma difusdo mais rapida do farmaco do dispositivo de liberacdo. Assim, a taxa de liberacdo
deve ser mais alta no estagio inicial da liberacdo, para que seja atingido o nivel terapéutico o
mais rapido possivel, mantendo-se durante todo o periodo de tratamento (SOSKOLONE;
FREIDMAN, 1996).

Outro parametro a ser considerado é a absorcdo do farmaco. Um farmaco com baixa
capacidade de penetracdo através dos tecidos da mucosa pode alcancar altas concentracdes e
prolongar esses niveis elevados no interior da bolsa. O tamanho e a profundidade da bolsa sdo
também importantes na formulacdo do sistema. Como a profundidade média de uma bolsa
com periodontite grave é de 5 a 12 mm, o dispositivo ndo pode ser grande. Além disso, 0
dispositivo (SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996):

o Deve ser de facil aplicacdo por parte do profissional (dentista);
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o N&o deve ser volumoso e nem causar desconforto ou irritagéo;

o Deve possuir caracteristicas fisicas que facilitem a inser¢do répida
dentro da bolsa, causando o0 minimo de dor ao paciente;

o N&o deve causar interferéncia na higiene oral diéria do paciente;

o N&o pode gerar problema no padréo de dieta do paciente.

Ha trés décadas, varios sistemas reservatorios ou matriciais foram investigados. Um
SLIBP pode ser classificado em biodegradavel e ndo biodegradavel, dependendo do material
envolvido na sua concepgdo. Dispositivos que ndo sdo biodegradaveis possuem a vantagem de
permitir o controle do tempo de exposicdo do ambiente da bolsa ao farmaco. Entretanto, a
principal limitacdo desse tipo de dispositivo € a necessidade de competéncia técnica para
assegurar a retirada completa do dispositivo vazio apds o periodo de tratamento, devido a
possibilidade de inflamacéo do tecido local, resultante do reconhecimento pelo sistema imune
de corpo estranho (fragmentos) (MEDLICOTT et al., 1994).

Por outro lado, os dispositivos biodegradaveis possuem a grande vantagem de o
paciente necessitar de apenas uma visita ao dentista para a insercdo do dispositivo, que ndo
precisa ser retirado, assegurando melhor adeséo do paciente ao tratamento. Muitos polimeros
sdo capazes de inibir enzimas proetoliticas e/ou modular a permeabilidade tecidual
(SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996). Um polimero ideal para um SLIBP deve possuir as
seguintes caracteristicas:

o Seus produtos de degradacdo devem ser atdxicos e ndo absorviveis
através do tecido da bolsa;

o N&o deve ser irritante ou causar inflamacéo;

o Preferencialmente formar ligacdo ndo-covalente com a mucina das
superficies epiteliais;

o Deve aderir rapidamente no tecido Umido;

o Deve permitir a facil incorporacdo do farmaco e ndo oferecer
impedimento a sua liberagéo;

o Deve permitir a flexibilidade da forma farmacéutica, facilitando a
insercdo na bolsa com o menor desconforto possivel;

o Deve garantir estabilidade da forma farmacéutica durante o tempo de

estocagem;
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o O custo néo deve ser alto, permitindo a producéo de dispositivos viaveis

economicamente.
2.13 Ensaios in vitro em cultura de células osteoblasticas

Como a variedade de produtos a serem avaliados tem crescido muito, ha
necessidade de se estudar novas metodologias e escolher entre elas a que possa responder
melhor quanto a presenca de possiveis elementos tdxicos. A biocompatibilidade dos materiais
odontoldgicos tem sido motivo de grande interesse na atualidade. Varios sdo 0s materiais que
permanecem em contato com os tecidos organicos por periodos prolongados (WIGG et al.,
1997). A biocompatibilidade dos materiais pode ser avaliada por testes in vitro e in vivo.

Os testes in vitro podem ndo representar a situacdo real de um material.
Contudo, eles podem promover resultados preliminares relacionados a interacdo entre o
material e o corpo bioldgico, de forma rapida e eficiente, minimizando a necessidade de testes
em animais (DAGUANO; SANTOS; ROGERO, 2007). Com o controle cada vez mais
rigoroso em relagdo ao uso de animais de laboratorio, hd a necessidade de desenvolver e
padronizar testes in vitro que possam detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres
humanos, principalmente aqueles de aplicacdo clinica, como os biomateriais que ndo devem
causar reacOes adversas e nem lesar o organismo do paciente.

Os testes in vitro surgem como uma promissora e importante tentativa de
substituicdo dos modelos animais nos ensaios bioldgicos. No entanto, apesar do
desenvolvimento de grande variedade de métodos alternativos experimentais, estes ainda ndo
substituem a experimentacdo animal em sua totalidade, mesmo quando se pretende reproduzir
0 mais proximo possivel o que aconteceria in vivo (VALERIO et al., 2005).

Segundo Matta et al. (2004), a base dos experimentos in vitro é definir as pequenas
quantidades de farmaco que atravessam as membranas ou que ficam retidos nas mesmas. Para
isso, a utilizacdo de um método analitico sensivel, o qual possa viabilizar o experimento, € de
grande importancia. Estudos in vitro sdo realizados de modo que o farmaco seja liberado da
formulacdo onde esté veiculado e se difunda para uma solucéo receptora, a qual deve garantir
condicBes termodinamicas favoraveis ao farmaco (JORGE; GIAMPAOLO; PAVARINA,
2004).

Os metodos in vitro apresentam vantagens em relacdo aos in vivo, tais como poder
limitar o nimero de variaveis experimentais, obter dados significativos num periodo mais
curto e sdo facilmente realizaveis (JORGE; GIAMPAOLO; PAVARINA, 2004). Analises
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farmacocinéticas de liberacéo in vitro, partindo de sistemas nanoestruturados, tém colaborado
para o0 entendimento sistematico e quantitativo de farmacos vetorizados, proporcionando
dados mais significativos para compreensdo desses sistemas (MATTA et al., 2004). Farmaco
vetorizado é definido como uma substancia que tem uma liberacdo seletiva para sitios
fisiologicos especificos, oOrgdos, tecidos ou células, onde a atividade farmacologica é
requerida.

Os principios da cultura celular comecaram a ser definidos no inicio do século XX,
quando pesquisadores comegaram a manter em meio de cultura fragmentos ndo desagregados
de tecido e observar que ocorriam mitoses na periferia desses fragmentos. Em meados do
século, ja se estabeleciam experimentos com células dispersadas dos tecidos originais (ROSE,
1970; BUTLER; BENGHUZZI, 2003). Varios metodos in vitro, para avaliar a toxicidade de
biomateriais, foram padronizados, utilizando-se culturas celulares.

A determinacdo da citotoxicidade pode ser através de avaliacdo 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 alterac6es celulares
por diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorporagdo de corantes vitais ou a inibicdo da
formacdo de colbnias celulares. O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a
viabilidade celular, que pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais, pois com eles é
possivel distinguir entre células vivas ou mortas, pela medida de intensidade de cor da cultura
celular (DAGUANO; SANTOS; ROGERO, 2007).

O problema da extrapolacdo dos dados obtidos in vitro para a aplicacdo clinica dos
biomateriais pode ser superado pelo uso de materiais de referéncia apropriados, atualmente
usados. Estudos com estes métodos demonstraram que os testes in vitro em culturas celulares
podem ser utilizados com sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente
acessiveis para a execuc¢do do estudo de biocompatibilidade (DAGUANO; SANTOS;
ROGERO, 2007).
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3JUSTIFICATIVA

Considerando-se 0s aspectos clinicos e biolégicos, a DOX tem vasto uso como
auxiliar na terapia periodontal. Apesar disso, existe a necessidade de prolongar seu efeito
terapéutico para permitir a reparacdo dos tecidos periodontais. O sistema de liberagédo
controlada de DOX/BCD apresenta-se como uma alternativa para tratar as superficies dentais
e as superficies afetadas pela doenca periodontal, estimulando a formacao de tecido 6sseo e de
um substrato para insercdo de fibras colagenas de tecido conjuntivo. O uso desse composto de
inclusdo por empregar baixas concentragcdes de DOX, apresenta baixa toxicidade e a0 mesmo
tempo mantém efetividade antimicrobiana. Compostos supramoleculares de DOX/BCD
apresentam atividade antimicrobiana em concentracdes mais baixas que as convencionais,
ainda que se mantenha a mesma concentragdo de DOX.

No entanto, pouco se conhece sobre as interacfes destes compostos na atividade
osteogénica da DOX e da DOX/BCD. A inclusao molecular em ciclodextrinas, mantendo as
mesmas quantidades de DOX indiferentemente da razdo molar empregada, provoca mudancas
na organizacdo 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 0sseos. Até o presente
momento, o padrdo-ouro no reparo de 0ssos danificados e restauracdo da forma e fungédo
natural é a coleta do tecido do proprio paciente de um sitio doador e transplante para o sitio
receptor (autoenxerto). Entretanto, nem sempre isto € possivel. O objetivo futuro desta
pesquisa é que o novo material elimine a necessidade de dois sitios cirdrgicos em um mesmo

paciente.
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4 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a viabilidade, estrutura
¢ atividade osteogénica da DOX encapsulada em B-ciclodextrina incluida em dispositivos de
liberacdo controlada a base de PCL/PLGA/BC in vitro.

4.1 Objetivos Especificos

1. Preparar os compostos de inclusio da DOX com e sem BCD em
PCL/PLGA,;
2. Determinar o efeito dose/resposta dos compdsitos de DOX no

crescimento de osteoblastos in vitro;

3. Testar a influéncia do composito de DOX na proliferacdo e viabilidade
dos osteoblastos de cultura primaria pelo método MTT;

4. Avaliar a atividade osteogénica da DOX através dos ensaios de
fosfatase alcalina, ensaio de colageno e VVon Kossa;

5. Avaliar a porosidade dos compoésitos por meio da Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento do Estudo

O estudo experimental foi dividido em quatro fases. A metodologia, bem como os

resultados, sdo apresentados em quatro experimentos distintos:

1. Avaliacéo da viabilidade celular, in vitro, através do MTT de 24h, na
presenca de solu¢des de DOX pura e DOX/BCD em agua destilada nas concentragdes:

1; 5; 10; e 25pg/mL para avaliar qual solugdo promoveu maior viabilidade celular.

2. Avaliagao dos  compositos  BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD e
BCP/PCL/PLGA/DOX, na concentracdo de 25ug/mL, para determinar qual composito
promoveu maior viabilidade celular atraves do MTT de 24h.

3. Avaliagao do composito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo
de 25ug/mL através de testes de viabilidade/proliferacdo celular pelo MTT e de
atividade da fosfatase alcalina e colageno apds 7 e 14 dias e da mineraliza¢éo por Von

Kossa apés 14 dias.

4. Avaliacdo da estrutura fisica dos compositos por meio da Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) a fim de analisar o tamanho e a interconectividade dos

poros.

Para a realizacdo de todos os testes in vitro, foram utilizados osteoblastos de cultura
primaria extraidos da calvaria de ratos Wistar machos neonatos de até 5 (cinco) dias de vida.
Os ensaios foram realizados em hexaplicatas (n=6) nos trés grupos, de acordo com o quadro

abaixo:
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Quadro 1: Delineamento experimental da terceira etapa.

GRUPOS TESTES in vitro
VIABILI ATIVIDADE METABOLICA
DADE
CELULAR
FOSFAT
MTT | ASEALCALINA VON KOSSA
(24h, 7 e E (14 dias)
14 dias) SINTESE
DE COLAGENO
(7Tel4
dias)
PCL/PLGA/BCP/DO 6 6 6
X/BCD
PCL/PLGA/BCP 6 6 6
Controle 6 6 6

Legenda: PCL = policaprolactona; PLGA = Poli (Acido latico-co-glicdlico); BCP =
Bioceramica; DOX = Doxciclina; BCD = B-ciclodextrina; Controle = cultura de osteoblastos sem
nenhum material de teste, apenas no meio de cultivo.

5.2 Preparacgdo dos Compadsitos

Para a preparacdo dos compdsitos utilizou-se 0s seguintes materiais:

o Bioceramica de fosfato de calcio bifasica (Fosfato (Tri)-Calcio (BTCP)-
Hidroxiapatita (HA)). 60:80 Mesh. Fabricante: Osteosynt® EINCONBIO. Lote:
177/2011.

o Poli (e-caprolactona) (PCL). Fabricante: Birminghan Polymers®,
Inc.USA Lote: D02042.

o Poli (Acido latico-co-glicélico) (PLGA) 50/50. Fabricante: Birminghan
Polymers®, Inc. USA. Lote: D99101.

o Diclorometano (DMC) Teor: 99.5% Densidade: 1.320-1.328 g/ml a
20°C. Fabricante: Quimex®. Lote: 24684.

o Doxiciclina PA. Fabricante: Sigma®.

o B-ciclodextrina (BCD) (Cerestar®, USA).
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Figura 8: Compdsitos PLGA/PCL/BC/DOX/BCD.

5.2.1 Preparacao dos compostos de inclusao

Antes da preparacdo do composito PCL/PLGA/BCP/DOX/BCD, foi preparado o
composto de inclusao DOX/BCD na razdo molar 1:1 pelo processo de liofilizacao de solugdes
aquosas empregando-se o0 equipamento Savant Modulo D-Freeze Dryer da Thermo-Electron
Corporation®, tomando como base 0s métodos previamente descritos na literatura para
inclusdo em ciclodextrinas (CORTES et al., 2001). Foram preparadas, inicialmente, solucdes
aquosas de cloridrato de DOX (PM: 480,99g/mol) deixadas sob agitacdo constante a 40° C
durante meia hora e foram acrescentadas a estas solucdes aquosas de B-ciclodextrina (PM:
1135g/mol) na massa indicada. A seguir, as solucdes resultantes foram distribuidas em tubos
Falcon de 15mL, congeladas em nitrogénio liquido e levadas a sublimacéo.

O compdsito foi preparado utilizando-se PCL e PLGA e a bioceramica de fosfato de
calcio bifasica (BCP) de granulometria 60x80 Mesh na razéo 1:4, respectivamente. Em 10 ml
de diclorometano foram adicionados 0,84 mg de DOX/BCD. Esta massa de DOX/BCD foi
determinada para que a concentracdo de 25ug/mL de DOX fosse normalizada. Foram
adicionados 300mg (50:50) de PCL e PLGA, sob agitacdo magnética, em béquer fechado,
durante 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionadas 1200 mg de BCP,
permanecendo sob agitacdo 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 cilindricas dos compositos foram pastilhadas

utilizando laminas para microtomia, tendo as pastilnas espessura de 0,5mm de diametro.
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Posteriormente as pastilhas obtidas foram esterilizadas utilizando o Oxido de etileno
(CURAR® - Centro de Esterilizacdo Especializada Ltda., Belo Horizonte - MG).

O composito PCL/PLGA/BCP/DOX/BCD 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 calvéria de 06 ratos Wistar machos neonatos de até
5 dias de vida, fornecidos pelo biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG. Os animais
foram anestesiados e a incisdo coronal foi feita expondo as duas metades da calvaria. A
calvaria foi retirada e colocada em tampdo salina estéril sem célcio e sem magneésio (PBSA).
O tecido 6sseo foi cortado em pequenos pedacos e colocado em tripsina/EDTA 0,25% a 37%
por 5 minutos, seguido de trés digestdes enzimaticas de 2 mg/ml de colagenase a 37% por 20
minutos cada. Os sobrenadantes resultantes da primeira digestdo enzimatica da tripsina e da
colagenase foram desprezados, os quais possivelmente continham outros tipos celulares. Os
outros trés sobrenadantes produziram uma suspensdo de células com grande proporcdo de
osteoblastos. A centrifugacéo foi realizada em centrifuga (Jouan CR-412®) por 10 minutos a
14000 rpm. As celulas resultantes foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM,
colocadas em garrafas de cultura celular de 75 cm? e incubadas a 37°C em atmosfera imida
de 95% ar e 5% de CO,. Durante os experimentos, as células foram monitoradas diariamente,

observando-se 0 aspecto microscépico da cultura e coloracdo 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 sddio, 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 antibiotico-
antimicotico. Apés a preparacdo do meio, o pH foi ajustado para 7,2. Posteriormente, 0 meio
foi submetido a filtracdo utilizando-se membrana de 0,22 pum. 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 po¢os

Ao atingirem um grau de confluéncia superior a 90%, as culturas foram submetidas a
acdo enzimética de tripsina. Para isso, duas lavagens com PBS 0,15M foram feitas.
Posteriormente, acrescentou-se as culturas 2 ml de tripsins/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
condi¢cdes previamente descritas, até que as células se soltassem completamente. Ao final
deste processo, a acdo da tripsina foi neutralizada pela adicdo de 3 ml de meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino. Numa proxima etapa, estas células foram
novamente plaqueadas, obedecendo a razdo de uma garrafa inicial para trés garrafas finais ou
de 1,5 X 10° células/poco.

Os osteoblastos estavam prontos para serem usados em testes com 0s biomateriais
apos dois ou trés repiques. As culturas eram novamente tripsinizadas e contadas no
microscopio de luz invertido (BEL Photonics®, BEL Equipamentos Ltda., Piracicaba - SP),
com auxilio de Camara de Neubauer. Apos a contagem, as celulas foram semeadas em placas
de 96 e 6 pocos a razdo de 1,5 X 10° células/poco em cultura de monocamada e
tridimensional com o meio por 24 horas em incubadora Umida a temperatura constante a 37°C
e atmosfera com 5% de CO,, a fim de permitir que as células aderissem a placa (OGAWA et
al., 2004). Apos esse periodo, o biomaterial era colocado em contato para ser avaliado no

periodo de 24 horas, 7 e 14 dias.
5.6 Ensaio de metabolizacdo de MTT

As culturas celulares foram caracterizadas relativamente a proliferacao/viabilidade
celular pelo ensaio do MTT, atividade da fosfatase alcalina e capacidade de formacdo de
depdsitos minerais, coldgeno e Von Kossa.

O ensaio de sal de tetrazolio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
diphenyltetrazolium bromide) (Mosmann Toxicity Test) (Invitrogen®/Vybrant MTT,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA) é um ensaio colorimétrico padrdo que mede mudancas
na cor para medicdo da atividade mitocondrial de células viaveis, sendo sensivel 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 purpura que se acumulam no
seu interior (VALERIO et al., 2005).
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O principio deste método consiste na absorcdo do sal MTT amarelo, o qual é
reduzido a um produto insolivel roxo, cristais de formazan, os quais sdo formados
proporcionalmente a atividade do succinato desidrogenase no interior das mitocondrias das
células vivas. Este produto de coloracdo purpura é acumulado dentro da célula. Uma solugéo
de solubilizacdo composta de dodecil sulfato de sodio e &cido cloridrico (SDS/HCL) é
adicionada para dissolver o produto de formazan roxo insolivel e, apds solubilizacdo, a
absorcéo da solucdo colorida pode ser quantificada em espectrofotdmetro na absorbancia de
570 nm. AlteracOes na atividade mitocondrial celular resultam em mudancas na quantidade de
formazan produzido e, consequentemente, na absorbancia, o que permite quantificar a
citotoxidade do tratamento de maneira indireta (MOSMANN, 1983). Essa reducdo so
acontece quando as enzimas mitocondriais redutase estdo ativas, portanto a conversdo esta
diretamente relacionada ao numero de celulas 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 ndo tratadas, a efetividade do agente em causar a morte de
células pode ser deduzida (VALERIO et al., 2004).
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Figura 9: Reducdo de MTT a formazan.
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Figura 10: Visualizagdo dos cristais de formazan formados ap6s metabollzagéo do MTT em grupo controle

(somente osteoblastos) com aumento de 20X.
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A viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTT ap6s 24 horas de incubagdo na
presenca de cada amostra e a proliferacdo dos osteoblastos, apds 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 pl) e 10 ul de MTT (5 mg/ml) e incubadas por 4 h a 37°C
em atmosfera umidificada de CO; 5% e ar 95%. A formacdo dos cristais de formazan foi
observada ao microscopio invertido de luz (BEL Photonics®, BEL Equipamentos Ltda.,
Piracicaba - SP). Apds o periodo de incubagdo, 100 ul de 10% SDS/HCI (dodecil sulfato de
sodio/acido cloridrico) foram acrescentado nos grupos para solubilizacdo dos cristais. As
placas foram agitadas & temperatura ambiente durante 1 minuto para dissolver os cristais de
formazan e incubadas por 24 horas em estufa nas condi¢cdes previamente descritas. Apos a
incubacéo, a leitura em espectrofotometro (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®, Vantaa,
Finland) foi realizada a 570 nm.

5.7 Ensaio da atividade de Fosfatase Alcalina (BCIP/NBT)

A fosfatase alcalina 6ssea € uma ectoenzima presente na superficie externa da
membrana celular, onde exerce sua atividade e esta envolvida nos processos de mineralizagdo
tecidual (WENNBERG et al.,, 2000). Funciona como um marcador bioguimico do
metabolismo Gsseo, que retrata a formacdo ou a reabsor¢io Gssea. E uma glicoproteina
especifica encontrada na superficie dos osteoblastos. Como a formacao € dependente da acao
dos osteoblastos, os marcadores de formacdo (fosfatase alcalina 0ssea) na realidade medem
produtos decorrentes da acdo destas células. Os marcadores de formacéo séo todos eles frutos
da sintese osteoblastica. Sua funcdo ainda ndo esta totalmente elucidada, porém seu papel na
mineralizacdo do esqueleto estd confirmado. A avaliacdo da atividade sérica da fosfatase
alcalina 6ssea € um marcador 6sseo que fornece informacdes Uteis do remodelamento 0sseo
na osteoporose, na doenca de Paget e no acompanhamento de terapias preventivas e de
reposicdo hormonal ou de outras terapias antiabsortivas (VALERIO et al., 2005). As
alteracdes encontradas na hipofosfatasia, doenca devida a uma mutacdo no gene codificador
da enzima, predominantemente na osteomalacia, sugerem fortemente que a enzima tenha
papel fundamental na mineralizacdo (GLEZER et al., 2006).

A producdo de fosfatase alcalina pelo osteoblasto pode ser um dos parametros
usados em modelos in vitro para avaliar o efeito do biomaterial sobre a atividade do tecido
6sseo. O ensaio de fostatase alcalina (coloracdo celular por BCIP) foi realizado para verificar

a porcentagem de osteoblastos no cultivo celular e também para verificar se as células



73

estavam em fase proliferativa. Este ensaio € baseado na reagdo cromogénica iniciada pela
clivagem do grupo de fosfato BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt)
pela fosfatase alcalina presente nas células. Esta reacdo produz um préton o qual reduz NBT
(Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) em um precipitado arroxeado insolivel. A presenca de
fosfatase alcalina nas células provoca a hidrélise do grupo fosfato do composto BCIP,
gerando compostos redutores que reagem rapidamente com o NBT, formando, dessa forma,
um precipitado arroxeado insolvel.

As células foram plaqueadas na concentrago de 1,5x10°células/poco em placas de 96
pocgos por um periodo de 7 e 14 dias. O sobrenadante de cada poco 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 solucdes (Anexo 1), em seguida as células foram lavadas 2 vezes com
PBS (0,15 M estéril). Em seguida, foram colocadas 60 pl de solucdo BCIP/NBT (1:1) (as
duas solucdes foram misturadas no momento do uso) em cada poco. A placa foi incubada por
2 horas. Apos esse periodo, foram acrescentadas 60 pL da solugdo 10% SDS/HCL. Incubou-
se durante 24 horas em estufa nas condi¢bes previamente descritas. ApoOs incubacdo, a
densidade o¢tica foi lida por espectrofotometro (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®,
Vantaa, Finland) a 595 nm.

5.8 Ensaio da producéo de colageno (Sircol Red)

O colageno, também conhecido como gelatina, € uma das maiores moléculas
proteicas do organismo humano. Encontra-se presente na estrutura dos tecidos conjuntivos,
cartilaginosos e fibrosos, como pele, o0ssos, tenddes, dentes, vasos sanguineos, musculos,
unhas, cabelos, articula¢bes (liquido sinovial), entre outros, representando mais de 30% das
proteinas presentes no organismo. Sua composicdo de aminoacidos € bastante especifica,
sendo formada principalmente por glicina e prolina. Para a sintese de colageno, é necessario
que estes aminoacidos sejam agrupados e hidroxilados. Para que esta reacdo ocorra, €
fundamental a presenca do acido ascorbico (vitamina C) para a ativacdo da enzima que ird
catalisar este processo (CORMACK, 1991; VALERIO et al., 2005). Colageno é uma proteina
de importancia fundamental na constituicdo da matriz celular do tecido conjuntivo, sendo
responsavel por grande parte de suas propriedades fisicas. No homem, existem pelo menos 28

tipos de colageno, possuindo diferentes funcdes (CORMACK, 1991).
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No caso das células dsseas, ocorrera mineralizagdo da fibra colagena juntamente com
outras proteinas ndo colagenosas também secretadas pelos osteoblastos. Para que isso ocorra,
havera a necessidade da acdo da fosfatase alcalina que desfosforilara algumas fosfoproteinas
nas regides de conexdo. O célcio e o fosfato podem precipitar pela regulagdo membrano-
simile dos osteoblastos, sdo extraidas vesiculas, com dupla membrana, ricas destes dois ions e
que seriam derivadas do aparelho de Golgi por cisdo parcial. E sabido que o metabolismo
6sseo pode ser avaliado pela analise da sintese de colageno, possibilitando estudo e controle
de possiveis alteracdes. Também possibilita avaliar a interacdo entre o tecido &sseo e
biomateriais com diferentes caracteristicas, pela quantificacdo da sintese de colageno pelos
osteoblastos, que podem ser estimulados ou inibidos por substancias liberadas pelos
biomateriais no meio (ANSELME, 2000).

Realizou-se a detecgédo de colageno pelo Método de Sircol (TULLBERG-REINERT;
JUNDT, 1999). O ensaio para quantificacdo de colageno pode ser realizado no sobrenadante
de culturas de osteoblastos ou nas células fixadas nas placas de cultura. O principio do
método consiste na determinacdo de cor gerada pela reacdo do colageno com um corante
anidnico, o sirus red. Esse corante possui na molécula um grupo sufénico que interage com o
coladgeno formando um composto insolavel, vermelho.

As células foram plaqueadas na concentragdo de 1,5x10°células/poco em placas de 96
pocos por um periodo 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 conico. Adicionou-se
200 ul do reagente “Isolation & Concentration Reagent” gelado (4°C), misturou-Se 0
contetdo invertendo o tubo. Os tubos foram colocados em uma estante dentro de um
recipiente preenchido pela metade com mistura de agua e gelo. Incubou-se durante 24 horas a
4°C, na geladeira. Removeram-se os tubos da estante sem agitar seus contetidos. 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 mecanico por 30 minutos. Posteriormente, foi centrifugado a 12000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e a tampa foi limpa com algodéo
para remover resquicios do corante. No tubo foram colocados 750 pl do reagente “Acido-Sal
Wash” gelado. E novamente foi centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o tubo foi limpo com algoddo para retirar o excesso de reagente. Adicionou-se

250 pl do reagente “Alkali”. O tubo foi colocado por 5 minutos no agitador mecénico.
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Transferiu-se 200 pl do contetdo para a placa de 96 pocos. A leitura foi realizada a 555 nm

no espectrofotdmetro (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®, Vantaa, Finland).

5.9 Ensaio da producdo de nodulos de mineralizacdo por coloracdo pelo método Von
Kossa

Para determinar se as células diferenciadas em osteoblastos produziam nédulos
mineralizados in vitro, foi realizado o teste de Von Kossa no décimo quarto dia de cultivo.
Von Kossa é um método especifico para visualizar a calcificacdo. E um ensaio colorimétrico
muito Util na deteccdo de mineralizacdo dentro da matriz.

As solugdes primeiramente foram preparadas (Anexo 2). Em seguida, 0 meio dos
pocos foi aspirado e as células foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas com 100 pl
formaldeido 10% por 5 min. O fixador foi removido e as células lavadas com agua Milli-Q.
Adicionou-se 200 ul 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 agua Milli-Q. Adicionou-se 200
pl  de Tiossulfato de Sédio 5% por 3 minutos. Em seguida, o Tiossulfato foi removido e
adicionou-se 200 ul de Safranina 1% por 30 segundos. A analise visual dos nddulos foi
realizada através da objetiva de 10x do microscépio invertido de luz (BEL Photonics®, BEL

Equipamentos Ltda., Piracicaba - SP).

5.10 Caracterizacédo de Superficie e Estrutural da Matriz por Microscopia Eletrénica de
Varredura

A Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV) permitiu a caracterizacdo
microestrutural da superficie para avaliacdo qualitativa da interconectividade, da conformacéo
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 Microscopio
Eletrénico de Varredura (JEOL 6360LV®), 15kV, 750mA do Departamento de Fisica —
ICEX — UFMG.

5.11 Analise Estatistica

Os dados apresentados neste trabalho s@o o resultado de trés experimentos separados,
sendo que, para cada conjunto de ensaios, foram utilizadas trés linhagens diferentes de células
osteoblaticas. Em cada um dos experimentos e para cada um dos ensaios bioquimicos foram

efetuadas seis réplicas. As médias e desvios padroes 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 analises estatisticas pelo método analise das variancias
(ANOVA), seguido pelo método de Bonferroni para verificar as diferencas entre 0s grupos

em que os valores de p < 0.05, foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS

FASE 1: AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DAS SOLUCOES DA DOX PURA E DA
DOX NO COMPOSTO DE INCLUSAO DOX/BCD 1:1 EM CULTURA DE
OSTEOBLASTOS

6.1 Teste de viabilidade celular (MTT)

No presente trabalho, empregou-se a DOX encapsulada em [-ciclodextrina,
considerada uma ciclodextrina neutra. O resultado obtido através do teste de MTT para
verificar qual solugdo DOX pura ou DOX encapsulada em BCD (DOX/BCD) promoveu maior
viabilidade celular in vitro esta representado na Figura 11.
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Figura 11: Viabilidade celular dos osteoblastos pelos ensaios de MTT ap6s 24 horas de tratamento com
solugdes de DOX pura e DOX/BCD nas concentragdes: 1; 5; 10; e 25 pg/mL.

Os resultados apresentados na Figura 11 sugerem que a exposicdo de células
osteoblasticas cultivadas em concentracfes baixas de DOX (1-5ug /mL), na auséncia de pCD,
estimularam a proliferacdo celular, apresentando diferenca estatisticamente significativa na
concentracdo de 1 pg/mL em relacdo ao controle. Apenas a concentracdo de 25 pg/mL foi
citotoxica. Entretanto, ao se incluir a DOX na BCD, a concentracdo de 25 pg/mL foi capaz de
induzir significativamente (p<0,05) a proliferacdo celular dos osteoblastos em relacdo ao
controle, apresentando resultado semelhante a concentragdo de 1 pg/mL sem BCD. A
proliferacdo celular foi diminuindo gradativamente nos osteoblastos tratados com 5 e 1 pg/mL

DOX/BCD, nao apresentando diferenga estatisticamente significativa.
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FASE 2: AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSITOS
(BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD e BCP/PCL/PLGA/DOX) EM CULTURA DE
OSTEOBLASTOS

6.2 Teste de viabilidade celular (MTT)

AvaliacOes da viabilidade celular in vitro dos compdsitos, através dos testes de MTT,
na presenca de DOX pura (BCP/PCL/PLGA/DOX) e DOX encapsulada em BCD
(BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD) apds 24 horas estdo representadoas nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12: Viabilidade celular dos osteoblastos pelos ensaios de MTT ap6s 24 horas de tratamento com
composito de DOX sem BCD (BCP/PCL/PLGA/DOX) nas concentragdes: 1; 5; 10; e 25 pg/mL.
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Figura 13: Viabilidade celular dos osteoblastos pelos ensaios de MTT apo6s 24 horas de tratamento com
composito de DOX encapsulada em BCD (BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD) nas concentragdes: 1; 5; 10; e 25
pg/mL.

Os dados obtidos apoés testes de MTT com diferentes grupos de compositos de DOX
pura e na presenca da matriz BCP/PCL/PLGA sugerem que nenhum grupo apresentou
diferenca significativa em relagdo ao controle, nem entre eles (Figura 12). Entretanto, ao se
incluir a DOX na BCD ao compdsito, apenas a concentragdo de 25 ng/mL foi capaz de induzir
significativamente (p<0,05) a proliferacdo celular dos osteoblastos em relacdo ao controle. A
proliferacdo celular aumentou gradativamente nos osteoblastos tratados com aumento da
concentracdo. Entre os compositos, maior diferenca significativa ocorreu entre 1ug/mL e 25
pg/mL. Seguida da diferenca significativa entre 5 pug/mL e 25 pg/mL e da observada entre 10
pg/mL e 25 pg/mL (Figura 13).

FASE 3: AVALIACAO DA ATIVIDADE OSTEOGENICA DO COMPOSITO
(BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD) EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS

6.3 Teste de viabilidade celular (MTT)

Verificado que o compdsito contendo DOX/BCD, na concentragdo 25ug/mL, induziu
maior viabilidade celular e diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle, 0 mesmo
foi escolhido para avaliar atividade osteogénica 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 ap6s 24 horas, 7 e 14 dias de tratamento
com composito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo 25 pg/mL.

Os resultados obtidos apos os testes de MTT, como mostra a Figura 14, sugerem que a
proliferacao das células osteoblasticas, na presenca do composito
BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo 25 pg/mL, foi maior e apresentou diferenca
estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao controle, em todos 0s tempos experimentais
(24 horas, 7 e 14 dias), sendo maior apos 14 dias. As células permaneceram viaveis e
proliferando até esse periodo. Entretanto, o compdsito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na
concentracdo 25 pg/mL foi maior e estatisticamente significante em relacdo a matriz

BCP/PCL/PLGA em 7 dias, sendo maior apos 14 dias.

6.4 Producdo de fosfatase alcalina (BCIP/NBT)

A Figura 15 mostra fotomicrografias dos osteoblastos apresentando precipitacdo dos
sais de nitro blue tetrazolium que evidenciam a atividade da fosfatase alcalina. A fosfatase

alcalina estava presente tanto no controle quanto na presenca do composito.
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Figura 15: Visualizacdo da producdo de fosfatase alcalina por osteoblastos na presenca do composito. (A)
formacdo de precipitado de aspecto arroxeado no osteoblasto (20X). (B) precipitado de aspecto arroxeado
formado nos osteoblastos sobre o composito (75X).

Os resultados obtidos pela medicao da fosfatase alcalina foram descritos na Figura 16.
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Figura 16: Producdo de fosfatase alcalina por osteoblastos apds 7 e 14 dias de tratamento com compdsito
BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo 25 pg/mL.

Os resultados apresentados na Figura 16 sugerem que a producdo de fosfatase
alcalina  (FA) pelas células osteblasticas, na presenca do  compdsito
BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo 25 pg/mL, foi maior e apresentou diferenca
estatistica significativa (p<0,05) em relagdo ao controle, em todos os tempos experimentais (7
e 14 dias), mostrando uma producdo maior na avaliacdo de 14 dias tanto em relagdo ao
controle quanto ao periodo de 7 dias. A matriz BCP/PCL/PLGA néo apresentou diferenca

significativa em relacdo ao controle, porém apds o periodo de 14 dias apresentou diferenca
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significativa em relagio & matriz de 7 dias. Além disso, 0 composito
BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentracdo 25 pg/mL foi maior e estatisticamente

significante em relacéo a matriz no periodo de 14 dias.

6.5 Sintese de colageno (Sirius Red)

A producdo de colageno total das células osteoblasticas quantificada em cada grupo

esta descrita na Figura 17.
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Figura 17: Producdo de coldgeno por osteoblastos apds 7 e 14 dias de tratamento com compdsito

BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo 25 pg/mL.

Os resultados apresentados na Figura 17 sugerem que a producdo de colageno
pelas células osteblasticas, na presenca do compoésito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na
concentracdo 25 pg/mL, foi maior e apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,05) em
relacdo ao controle apenas apds 14 dias. A producdo de coladgeno, na presenca do composito,
apos o periodo de 14 dias foi maior e significativa em relacdo ao periodo de 7 dias. A matriz
BCP/PCL/PLGA ndo apresentou diferenca significativa em relagcdo ao controle, porém apos o

periodo de 14 dias apresentou diferenca significativa em relacdo a matriz no periodo de 7

dias.
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6.6 Coloragéo por Von Kossa

A Figura 18 mostra o ensaio de Von Kossa realizado para avaliar a atividade
osteogénica do compdsito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD em cultura de osteoblastos apés 14
dias. Essa coloracdo tem como finalidade obter uma constatacdo quanto a formacdo de

estruturas mineralizadas, indicadoras de células de linhagem osteogénica.

Figura 18: Placa de 6 pogos. Ensaio Von Kossa ap6s 14 de incubagdo. Fileira A) controle (somente células).
Fileira B) matriz (BCP/PCL/PLGA). Fileira C) composito (BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD).

A Figura 19 mostra a marcacao das células pelo Von Kossa, indicando a presenca de
nodulos de mineralizacao.

Figura 19: Visualizacdo de estruturas mineralizadas por coloragdo do tipo Von Kossa. (A) Imagem de dois nédulos
mineralizados ap6s 14 dias de indugdo osteogénica na presenca do compdsito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD,
concentracdo 25 pg/mL. Aumento de 20X. B) Aumento de 400X.
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As Figuras 18 e 19 apresentam os resultados de marcagdo por Von Kossa das células
submetidas & inducdo osteogénica na presenca do compdsito. Na apresentacdo dos resultados,
0 nucleo ficou corado de vermelho, o citoplasma de rosa e o célcio de preto. Verificou-se
apenas visualmente a atividade osteogénica das células, através da formacdo dos nddulos de
mineralizacdo no periodo de 14 dias. Resultados similares foram observados para a marcagéo
das células cultivadas no grupo controle e na presenca da matriz BCP/PCL/PLGA. Estes
resultados comprovam a atividade osteogénica dos osteoblastos, porém faz-se necessario a
realizacdo de outros testes comprobatorios, que ndo foram possiveis neste trabalho.

FASE 4  AVALIACAO DA  ESTRUTURA DE  MATRIZES
(BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD)

A analise descritiva realizada por MEV mostrou que o compdsito apresentou
microporos intercomunicantes na faixa de 1 pm e 10 um (Figura 20 C, D), que aumentam o
contato tecidual, a solubilidade, absorcdo de moléculas e a capacidade de trocas com 0s
liquidos organicos. Também apresentam intermediarios de 10 um a 50 um (Figura 20 B), que
aumentam a adesdo dos osteoblastos. Esta estrutura arquitetbnica porosa torna esta
bioceramica um veiculo condutor e liberador de farmacos e substancias, sua topografia
superficial permite atividade metabolica osteoblastica e expressdo dos fendtipos (osteoblastos,

ostedcitos e osteoclastos) adequados para as etapas dos fendmenos de neoformacao tecidual.

Figura 20: MEV do composito (BCP/PCL/PLGA/DOX/Bed). A, B, C, D com aumento de 5X; E e
F com aumento de 10X.
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7 DISCUSSAO

Baseado nos principios de liberacdo controlada de farmacos, de Engenharia de Tecidos
associados a polimeros biodegradaveis e bioceramicas como suporte mecanico e buscando a
concentracdo ideal que favorecesse a atividade osteogénica da DOX, foi proposta a avaliagéo
do compdsito de DOX encapsulada em BCD em matrizes de PCL/PLGA/BCP in vitro.

No presente trabalho, hipotetisou-se que os compositos BC/PCL/PLGA/DOX/BCD
favoreceriam a indugdo osteogénica. Os resultados obtidos ap0s os testes de MTT (Figura 11)
sugeriram que a exposicao de células osteoblasticas cultivadas em baixas concentragdes de
DOX (1-5pg/mL) sem BCD estimularam a proliferacao celular, sendo maior e apresentando
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle. A concentragéo de 25 pg/mL
foi citotoxica. Estes resultados corroboram aos resultados de Guimardes (1997), Gomes
(2006) e Coelho (2006). Estes autores concordam em afirmar que a concentragdo de 25
pg/mL de DOX pura (livre, ndo encapsulada) ndo favorece o crescimento celular, além de ser
citotoxica. No entanto, no presente estudo, quando um compdsito contendo o composto de
inclusao de DOX foi formado com BCD, a concentragdo de 25 pg/mL mostrou uma maior
proliferacdo de células. Estes resultados sugeriram que uma dose citotoxica de DOX livre,
quando encapsulada em ciclodextrinas, formou um novo composto que, além de ndo ser
citotoxico, promoveu a proliferacao celular.

As TCs sdo frequentemente utilizadas em preparacdes de liberacdo prolongada,
situacdo em que as concentracdes do farmaco que se obtém nas bolsas periodontais sdo muito
mais elevadas que as observadas com a utilizacao sistémica destes compostos e, normalmente,
superiores aos 25-50 pg/ml (COELHO et al., 2006). Para este autor, no caso da utilizacdo
deste tipo de preparacOes, deve considerar-se a possibilidade de ocorréncia de efeitos
citotoxicos nas células locais, nomeadamente do ligamento periodontal e osso alveolar. No
entanto, na presente pesquisa, a concentragdo de 25 pg/ml de DOX/BCD mostrou-se nédo
citotoxica in vitro. Estes resultados sugeriram que, além das suas propriedades
antimicrobianas e anti-colagenoliticas, este antibidtico, quando utilizado em baixas
concentragdes, atua como promotor da proliferacdo das células osteoblasticas, corroborando
com os achados de Gomes (2006).

Os resultados do presente estudo in vitro estdo de acordo com os relatados por varios

autores que investigam metabolismo da patologia éssea 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 situacdo patoldgica foi significativamente melhorada coma TC.

Ao longo do tempo, muitas acOes tém sido descritas para as TCs, como efeito:
antibidtico; antiapoptotico; antiprotease; anti-inflamatério; capacidade de agir como catadores
de radicais de oxigénio e formagdo Gssea. Varios relatos indicam formagéo 6ssea por TCs. A
maioria das investigacdes foi baseada em doencas dsseas induzidas por modelos animais. Um
estudo recente de POLSON et al., (2005), avaliou o efeito da TC sobre as caracteristicas
morfoldgicas da remodelacdo dssea normal, em macacos e também encontraram aumento da
atividade osteoblastica e osteoide em 0sso alveolar. Muitos mecanismos tém sido propostos
para explicar a formacdo éssea, reducdo da decomposicdo do tecido conjuntivo e da
reabsorcdo 6ssea pelas TCs (GARLET et al., 2004).

Os dados obtidos apoés testes de MTT com diferentes grupos de compositos de DOX
pura (Figura 12) sugeriram que nenhum grupo apresentou diferenca significativa em relacao
ao controle, nem entre eles (Anexo 4). Entretanto, ao se incluir a DOX na BCD no compdsito
(Figura 13), apenas a concentragdo de 25 pg/mL foi capaz de induzir significativamente
(p<0,05) a proliferacdo celular dos osteoblastos em relacdo ao controle (Anexo 5). A
proliferacdo celular foi aumentando gradativamente nos osteoblastos tratados com aumento da
concentragao.

Quando o composito constituido de bioceramica, blenda de PCL e PLGA e de mesma
concentragdo 25 pg/ml foi avaliado na presenga da PCD, este apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle. Esta diferenca pode ser devido ao encapsulamento da
DOX. A inclusdo em B-ciclodextrina, além de propiciar sua liberacdo controlada, atenua a
citotoxicidade do farmaco, bem como o sabor desagradavel e 0 manchamento dental da DOX,
possibilitando o seu uso por um periodo mais prolongado em baixas concentracdes, além de
aumentar a proliferacdo de osteoblastos.

Vaérios trabalhos tém mostrado uma melhor ou uma maior atividade do farmaco
encapsulado, comparado a sua forma livre (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; SZEJTLI,
1988). Estes complexos sdo mais estaveis em relacao a decomposicdo por luz, calor e radicais
livres. Farmacos que sao capazes de formar estes complexos de inclusdo estdo mais
protegidos da desestabilidade fisico-quimica (LOFTSSON; MASSON, 2001). Compostos de
inclusdo de clorexidina-p-ciclodextrina, assim como antibidticos incluidos, como as TCs, tém
mostrado ser até quatro vezes mais efetivos que os farmacos correspondentes livres (CORTES
et al., 2001; DINIZ, 2007).
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Pataro et al. (2003) concluiram que a ciclodextrina modula a liberagdo de TC
garantindo sua substantividade e liberagdo de maneira continua e biologicamente ativa, sem
causar danos morfoldgicos a superficie dentinaria. Estes autores sugerem que o emprego do
composto de inclusdo em baixas concentracGes poderia diminuir os efeitos adversos da TC
como a coloracdo dentaria. Nos SLC da TC a partir da inclusdo em ciclodextrinas, as baixas
concentragdes do farmaco empregadas alcancaram doses terapéuticas (CORTES et al., 2001;
PATARO et al., 2003).

Sistemas compdsitos combinam as propriedades de mais de uma classe de
dispositivos. Dessa maneira, ha a possibilidade de se poderem selecionar as caracteristicas de
diferentes grupos, combinando-os dentro de um Gnico sistema, como, por exemplo, particulas
poliméricas de copolimeros, associadas a antibidticos. As preparagdes compostas por
polimeros biodegradaveis apresentam maior potencial de eficacia e aplicacdo pratica
(MEDLICOTT et al., 1994).

Estes sistemas se caracterizam pela dissolucdo ou encapsulamento de farmacos em
uma matriz polimérica. O farmaco fica isolado do meio externo por uma barreira fisica que
impede sua dissolucdo rapida pelos fluidos biolégicos. A forma ativa do farmaco vai sendo
liberada de maneira controlada (a medida que o polimero degrada) e lenta. Estes sistemas tém
sido utilizados para melhorar o crescimento 6sseo e sua regeneracao no tratamento de defeitos
0sseos (KIM; KNOWLES; KIM, 2004).

Os polimeros biodegradaveis sdo amplamente empregados como SLFs. Nos ultimos
anos, varios produtos e processos foram desenvolvidos, a fim de se obter SLF, objetivando
controlar a velocidade de liberacdo do farmaco, manter seu nivel terapéutico por um periodo
de tempo maior e também dirigir sua acdo a um sitio especifico. Tais caracteristicas
promoveriam reducdo de efeitos adversos e toxicos, além da reducdo do numero de
administracdes e maior adesdo do paciente ao tratamento (LIMA et al., 1999).

Os poliésteres alifaticos, poli (caprolactona) PCL e copolimeros dos acidos latico e
glicolico (PLGA) sdo os polimeros que sofrem biodegradacdo em meio biolégico, sdo mais
explorados em SLFs, além de formarem blendas. Este Gltimo apresenta um menor tempo para
completa degradacdo in vivo, implicando em menor probabilidade de reacdes adversas,
decorrentes, muitas das vezes, de fragmentos cristalinos liberados, cujo tempo de degradacéo
seja excessivamente longo. Na pratica, copolimeros de acido latico e glicolico sdo os mais
vantajosos e mais utilizados em SLF. Uma das vantagens € o menor tempo, devido a
amorfizacdo provocada pela quebra da regularidade entre as cadeias na presenca do

mondmero em copolimeros de I-lactide com 25-70% em glicolide (REZENDE et al., 2005).
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A incorporagdo de BCP em dispositivos poliméricos oferece uma estrutura mineral
que disponibiliza fons Céalcio (Ca*?) e Fosfato (PO,®) para a neoformacdo 6ssea, além de
neutralizar os subprodutos &cidos da degradacdo polimérica. As bioceramicas bifasicas
(fosfato tricalcico e hidroxiapatita) sdo usadas para induzir a formacdo de tecido 0sseo
mineralizado e em cirurgia para reconstrucdo 6ssea. Os efeitos cruciais da HA podem ser
visto na sua capacidade para aumentar o crescimento 6ésseo, adicionalmente pode facilitar a
conversdo do tecido fibroso em tecido 6sseo. Segundo Ciapetti et al. (2003), a HA quando
presente na estrutura do compdsito, apresenta caracteristica osteocondutora.

Diversos estudos mostram que a associacdo das caracteristicas de rapida absorcdo do
B-TCP com o suporte inerte de HA densa propiciou uma ativa reposi¢do 0ssea, ativada por
macrofagos, a partir dos tecidos 6sseos adjacentes (HASHIMOTO-UOSHIMA et al., 1995).
Os trabalhos de Wykrota et al. (1998), em um estudo longitudinal de 14 anos utilizando a
bioceramica Osteosynt® para reconstrucoes de grandes perdas Osseas faciais e ortopédicas,
inclusive no tratamento de osteomielites, mostraram condicdes satisfatorias em relacdo a
resisténcia mecénica e 0 modulo de elasticidade do tecido 6sseo neoformado. No estudo de
Lobo et al. (2009), foi demonstrada a superior osteoinducdo intrinseca da bioceramica
Osteosynt® quando usada na forma granular para preenchimento de defeitos 6sseos de 5 mm
de didmetro em fémeas de coelhos, comparado-as com os grupos sem preenchimento.

A associacdo de materiais poliméricos e ceramicos com caracteristicas semelhantes
aos tecidos alvo que se deseja substituir, a presenca de porosidades, o controle da degradacao,
além da adicdo de DOX com liberacao controlada e sustentada, permitem obter materiais que
potencialmente apresentam as vantagens de estimular a reparacdo 0ssea, a atividade dos
osteoblastos e aumento da densidade 0ssea (GORDON et al., 1997). Trabalhos anteriores
focaram no desenvolvimento de compdsitos de bioceramicas com polimeros (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 biodegradacdo de PLGA. A degradacdo do
polimero e a BC favoreceram o crescimento de tecido pulpar adjacente a exposicdo. Estes
autores também concluiram que BC/PLGA é biocompativel com os fibroblastos humanos e
aos macrofagos peritoneais, que a BC de composi¢do bifasica pode ter agido como um
estimulo fisiolégico e ancora para neoformacdo de tecido. A viabilidade celular de
fibroblastos humanos e da cultura de macrofagos peritoneais em contato com BC/PLGA
materiais observada no estudo pode ser explicada pela biocompatibilidade de ambos os

constituintes do material composito. Além disso, os dados obtidos no estudo sugeriram que
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BC/PLGA é um bom material com possivel uso como agente de protecéo pulpar direta, pois
foi capaz de estimular reorganizacdo do tecido pulpar e a formagdo de barreira de um tecido
mineralizado que preencheu com sucesso a exposicao da polpa.

Os resultados obtidos apds testes de MTT ap6s 24 horas, 7 e 14 dias de tratamento
com compésito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD, concentragdo 25 pg/mL, observados na Figura
14, sugeriram que a proliferacdo das células osteblasticas, na presenca do composito, foi
maior e apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao controle, em
todos os tempos experimentais (24 horas, 7 e 14 dias), sendo maior apds 14 dias e que as
células permaneceram viaveis e proliferando até esse periodo (Anexo 6). Os presentes
resultados mostraram que, para uma dada dose, o efeito sobre a proliferacédo celular é tempo-
dependente, isto é, um efeito inibitorio inicial seguido por uma indugdo na proliferagdo celular
com o decorrer do tempo.

Gomes et al. (2006) confirmam os resultados desta pesquisa, onde existiu um periodo
proliferativo, que aumentou gradativamente com o tempo verificado nos periodos de 7 a 14
dias, seguido de um periodo de inducéo osteogénica onde houve diferenciacdo e reducdo da
proliferacdo apods a confluéncia celular. Segundo Gala-Garcia et al. (2010), estes resultados
poderiam ser devido as hidrdlises simultaneas de um polimero/cerdmica que pode ter
fornecido um melhor ambiente fisiologico para odontoblastos que o polimero ou BC. Quanto
mais comprometida com a diferenciacdo, menor é a capacidade proliferativa das células
(MOUNTFOURD et al., 2008). Ainda segundo este autor, a reducdo da capacidade
proliferativa é apenas um estagio intermediario na maioria dos tecidos, ou seja, um balanco
entre a diferenciacéo e a proliferacao celular.

O composito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo 25 ug/mL foi maior e
estatisticamente significante em relacdo a matriz BCP/PCL/PLGA em 7 dias, sendo maior
apos 14 dias. Estes resultados podem ser atribuidos a presenca do composto de incluséo
DOX/BCD no compdsito, como ja discutido anteriormente.

Os resultados da producdo de fosfatase alcalina por osteoblastos apds 7 e 14 dias de
tratamento com compodsito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo 25 pg/mL,
representados na Figura 16, sugeriram que a producdo de FA pelas células osteblasticas foi
maior e apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao controle, em
todos os tempos experimentais (7 e 14 dias), mostrando uma producdo maior na avaliacdo de
14 dias tanto em relacdo ao controle quanto ao periodo de 7 dias (Anexo 7). Gomes et al.
(2006) também observaram que 0s niveis de FA do controle aumentaram com tempo de

incubacdo de 14 dias, diminuindo significativamente apds isso. A matriz BCP/PCL/PLGA,
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assim como no teste de MTT, néo apresentou diferenca significativa em relagcéo ao controle,
porém apds o periodo de 14 dias apresentou diferenca significativa em relacdo a matriz de 7
dias. Além disso, o compdsito foi maior e estatisticamente significante em relagdo a matriz no
periodo de 14 dias. Os valores de atividade de fosfatase alcalina observados neste estudo
também se apresentaram elevados, desempenhando um papel essencial no processo de
mineralizacdo e proporcionando niveis elevados de ions fosfato para inicio da deposi¢do
mineral (SHIGA et al., 2003).

Verificou-se um aumento na FA com o decorrer dos tempos experimentais,
sendo maior no periodo de 14 dias. Em todos os grupos, as culturas contendo o compésito
tiveram aumento gradativo em relagdo aos respectivos grupos controles de cada semana em
estudo. Os resultados obtidos por este estudo estdo de acordo com os dados encontrados na
literatura (VALERIO et al., 2005; MACHADO; VENTURA, 2007; BREYNER et al., 2010,
BOELONI et al., 2009). Durante os 14 dias de diferenciacgdo, a atividade da FA foi detectada,
mostrando o estado ativo das células. A atividade da FA é uma indicacdo de diferenciagéo
osteoblastica durante a osteogénese. A presenca de FA na membrana das células esta
correlacionada com a deposicdo de matriz éssea pelos osteoblastos (OCARINO et al., 2008 ).

Acredita-se que essa enzima possa facilitar o processo de mineralizacdo pela clivagem
dos grupamentos fosfato, levando tanto a diminuicdo da efetividade dos inibidores locais da
calcificacdo quanto a um aumento ainda maior da concentracdo de fosfato nos locais de
mineralizacdo. Para que uma matriz organica seja mineralizada, é necessario que a mesma
sofra a acdo da FA para disponibilizar sitios de deposicdo do fosfato de calcio nas fibras da
matriz (TEN CATE, 1994). Portanto, essa enzima é um importante marcador da atividade
fisiologica de osteoblastos, uma vez que, se a secre¢cdo da FA estiver diminuida ou inibida,
havera um bloqueio no processo de mineralizacéo.

Estudos ja demonstraram que a producdo de FA pelos osteoblastos em contato
com diferentes biomateriais tem um comportamento alterado, dependendo da composicéo
destes (BEST; SIM; DOWNES, 1997), sendo entdo a verificacdo qualitativa e quantitativa da
secrecdo desta enzima um parametro importante para analise dos efeitos causados no tecido
6sseo, uma vez que ela reflete a atividade osteoblastica (HAJIME et al., 1993). Um aumento
na producdo de FA ja foi demonstrado quando os osteoblastos estdo em presenca de apatitas
(NISHIO; AKIY AMA; KOBUKO, 2000). Quando comparado ao grupo controle, observou-se
um aumento significativo na formacdo de precipitado de sais de nitro blue tetrazolium
solubilizados provenientes da reacdo nos osteoblastos na presenga do composito. Este

aumento apresentou diferenca estatisticamente significativa.
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Os resultados da producéao de coladgeno por osteoblastos ap6s 7 e 14 dias de tratamento
com composito BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD na concentragdo 25 pg/mL, apresentados na
Figura 17, sugeriram que a producdo de coladgeno pelas células osteblasticas foi maior e
apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao controle, apenas ap6s 14
dias (Anexo 8). A producéo de colageno, na presenca do compdsito, apos o periodo de 14 dias
foi maior e significativa em relacdo ao periodo de 7 dias. A matriz BCP/PCL/PLGA, assim
como nos testes anteriores, ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle,
porém ap6s o periodo de 14 dias apresentou diferenca significativa em relacdo a matriz no
periodo de 7 dias.

Observou-se 0 aumento gradativo da secrecdo de coldgeno com o decorrer do tempo
de cultura em meio osteogénico. Este resultado pode indicar que o compdsito estimulou a
proliferacdo celular, como verificado no processo de metabolizacdo do MTT e na producéo de
FA pelas células cultivadas na presenca do compoésito em meio osteogénico. Zuk et al. (2002)
concordam que pode-se relacionar o aumento de secrecdo de colageno observado a atividade
osteogénica, ja que o teste de colageno total é realizado para avaliar a osteogénese, uma vez
que células de linhagem osteogénica sdo sabidamente produtoras de colageno.

Na presente pesquisa, as células produziram mais colageno no decorrer dos periodos
analisados indicando que estas células sofreram osteogénese até os 14 dias de cultivo em meio
osteogénico, produzindo matriz extracelular na presenca do compdsito. A alta atividade de
producdo de colageno precede a calcificacdo da matriz ¢ssea in vitro e in vivo e pode indicar
gue uma matriz inicial de colageno precisa ser formada previamente para que a mineralizacéo
possa ocorrer. Esses dados corroboram com o encontrado por Gerstenfeld et al. (1988).

Ao comparar os resultados do compésito (BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD) em relagao ao
composito (BCP/PCL/PLGA), verificou-se que a producdo de coldgeno na presenca da
DOX/BCD foi superior. Uma possivel explicagdo para esta observaciao pode ser relacionada a
diferente velocidade de degradacdo deste composito. Valério et al. (2005) concordam que este
material ndo pode ser tratado termicamente, como ocorre no caso do composito de vidro,
devido a presenca da fase polimérica. Assim, pode-se esperar que a rede inorganica do
material composito seja mais aberta e mais susceptivel a degradacéo.

O colageno é um componente de matriz extracelular que promove adesdo celular e
esta presente nos mais diversos tecidos. E secretado por diversos tipos celulares, dentre eles,
0s osteoblastos. Sua detec¢do pode ser realizada analisando o sobrenadante celular. Os
osteoblastos secretam uma matriz colageno-proteoglicana que é capaz de se ligar a sais de

calcio. Através dessa ligacdo, a matriz ostedide se torna calcificada. A producéo de colageno,
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portanto, € um evento importante para o processo de ossificacdo e a sua medicdo pode ser
considerada um indicador de osteogénese (MACHADO; VENTURA, 2007).

No processo de reparacdo 6ssea, € de fundamental importancia que as células estejam
viaveis e proliferando em alta taxa, uma vez que é necessario um rapido preenchimento do
espaco lesado para evitar formacgdo de tecido fibroso. A producdo aumentada de colageno
estimulada pelo compdsito pode favorecer a rapida reconstituicdo dGssea quando isso for
desejavel. Esse fator € de extrema importancia em termos de formacdo de um pré-tecido
6sseo, pois a producdo de coldgeno aumentada em relagdo ao grupo controle permitiria um
rapido preenchimento da matriz (VALERIO et al., 2005).

Estudos em modelos animais com doenca de deficiéncia éssea mostraram que as TCs
aumentam a sintese de colageno tipo I. Além disso, estudos recentes demonstraram que esses
agentes podem também aumentar a sintese de colageno em tecidos moles. E bem conhecido
que uma matriz colagenosa estavel € importante para a progressdo da diferenciacdo dos
osteoblastos. Estudos mostram que a inibicdo da sintese de colageno ou a sua degradagéo
aumentada conduz a um comprometimento da célula osteoblastica (PORNPRASERTSUK et
al., 2005). Deste modo, a modulacdo da matriz extracelular por TCs poderia favorecer a
proliferacdo celular osteoblastica. E sabido que as células osteoblasticas respondem ao ion
calcio dependente da concentracdo, em relagdo a proliferacdo e expressdo de varios
marcadores, incluindo a sintese de colageno de tipo I. Uma variedade de estudos sugerem que
0 ion célcio, atuando através do seu receptor (CaSR), € um regulador chave da célula
osteoblastica. Deste modo, as flutuacdes locais nos niveis de ions calcio, associado a
propriedade das TCs na quelacdo do célcio, podem modular o comportamento das células
osteoblasticas (DVORAK et al., 2004).

Para identificacdo de estruturas mineralizadas, foi realizado o processo de coloragédo
do tipo Von Kossa, como observado nas Figuras 18 e 19 que apresentam os resultados de
marcacdo por Von Kossa das células submetidas a inducdo osteogénica na presenca do
composito apos 14 dias. Na apresentacdo dos resultados, o nucleo ficou corado de vermelho, o
citoplasma de rosa e o calcio de preto. Verificou-se apenas visualmente a atividade
osteogénica das células, através da formacdo dos nédulos de mineralizacdo no periodo de 14
dias. Nas duas semanas, as células osteoblasticas foram progressivamente incorporadas pela
matriz mineralizada e incapazes de proliferar. Resultados similares foram observados para a
marcacdo das células cultivadas na auséncia do compdsito (grupo controle) e na presenca da
matriz (BCP/PCL/PLGA).



93

As culturas de células osteoblaticas em atividade osteogénica coraram-se
positivamente para esse tipo de coloracdo. Apos duas semanas da adicdo de meio indutor
osteogénico, puderam ser observadas, na cultura, formacGes mineralizadas semelhantes a
nddulos 6sseos, corroborando com os achados por outros autores. Na literatura, autores
afirmam que a positividade de formacdo de estruturas mineralizadas para Von Kossa €
indicadora de células de linhagem osteogénica, bem como de suas precursoras (SUGIURA;
KITOH; ISHIGURO, 2004; OGAWA et al., 2004).

Friedenstein, Chailakhjan e Lalykina (1970) documentaram a capacidade osteogénica
in vitro e in vivo de células derivadas da medula de roedores. Quando cultivadas em
condigdes que permitam a mineralizagdo, as col6nias eram avaliadas pela formacdo de
“nodulos 6sseos”. Huang e colaboradores (2004) relataram que estas estruturas visualizadas a
partir da segunda semana e que atingiram maior nimero a partir da quarta semana de inducéo,
ocorriam nas culturas de células-tronco mesenquimais extraidas da medula de ratos.
Entretanto, a simples observacao destas estruturas nas culturas do presente trabalho permitiu
notar que se formaram nddulos de mineralizacdo em meio osteogénico a partir da segunda
semana de cultivo, evidenciando a diferenciacdo em osteoblastos.

Apesar da capacidade osteogénica de células osteoblasticas in vitro ser comprovada
atraves de ensaios como azul de trypan, producdo de FA, dosagem de colageno, marcacao por
Von Kossa e TC, imunofluorescéncia e Real Time PCR com marcadores especificos como
osteocalcina e por diversos outros pesquisadores, vastamente relatados na literatura, apenas
células ndo sdo capazes de formar tecidos funcionais. E necesséaria uma matriz que funcione
como suporte para colonizacao e otimizacao da diferenciacdo osteogénica 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 odontoblasticas, ou seja, 0 composito ndo s6 permitiu a viabilidade celular
como favoreceu a proliferacdo das células que estavam se diferenciando, fato observado nos
experimentos de viabilidade celular. Esse resultado pode ter interferido diretamente nos
resultados referentes a FA e colageno devido a proliferacdo celular e a atividade osteogénica
no periodo de 14 dias decorrente da presenca do composito.

A MEV dos compdsitos mostrou uma estrutura altamente porosa com microporos
intercomunicantes, inclusive com 0s microporos, na faixa de I pm e 10 pm (Figura 20 C, D),
gue aumentam o contato tecidual, a solubilidade, absorcdo de moléculas e a capacidade de
trocas com os liquidos organicos, além de poros intermediarios de 10 um a 50 pm, conforme

se observa na Figura 20B, que aumentam a adesdo dos osteoblastos (WYKROTA et al.,
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1998). Essa estrutura arquitetbnica porosa estd indicada como um importante veiculo
condutor e liberador de farmacos ou outras substancias por um periodo determinado, assim
como sua topografia superficial permite atividade metab0lica osteobléstica e expresséo
desejavel dos fenotipos de neoformacdo tecidual.

Diversos estudos demonstraram que uma microestrutura altamente porosa,
caracterizada por distribuicdo dos poros, aumenta a superficie para o acesso das células ao
interior desses poros e fornece o espaco necessario para a migracao destas. O tamanho do
poro é o fator chave que promove uma distribuicdo uniforme de células. Além disso, a
presenca de poros interconectados melhora a difusdo dos metabdlitos e produtos secretados
pelas células (DESAI, 2000; MOK et al., 2003).

Arcaboucos porosos com uma grande razdo da area pelo volume sdo necessarios para
maximizar o0 espaco para a adesdo e crescimento celular, produgdo de matriz extracelular e
vascularizagdo. Para se conseguir uma grande area por volume necessaria para a ancoragem
de células, poros pequenos sao preferiveis, desde que o tamanho dos poros seja maior que o
didmetro de uma célula em suspensdo, tipicamente 10um. Entretanto, poros maiores podem
ser requeridos para a migracao celular, crescimento e producdo de matriz extracelular, como
0S compositos apresentados neste estudo (TEMENOFF et al., 1999).

A porosidade é um fator critico para a migracao celular e elaboragdo de uma matriz
Ossea. Boyan et al. (1996) reportaram que os osteoblastos preferem poros com tamanhos
variando de 200 a 400um de diametro para facilitar a migracdo, adesdo e proliferacdo.
Coombes et al. (2004) relatam que o crescimento 0sseo foi observado em um dispositivo de
polimero poroso quando o tamanho médio destes era de 450um, e que em poros menores que
100um formou tecido conectivo e que em poros maiores que 1000pum ocorreu migracdo
vascular significativa. Esse fato pode ser explicado pela curvatura do poro que prové 6tima
compressdo e tensdo nos mecanoreceptores celulares, permitindo que eles migrem para as
aberturas de tamanhos especificos. (BAKSH e DAVIES, 1999).

Andaimes de materiais organicos e inorganicos biodegradaveis para a engenharia de
tecidos 6ssea devem apresentar macroporosidade, que diminui o problema da oclusdo dos
poros e a ndo adesdo celular em um estagio in vitro da engenharia de tecidos. Além disso,
deve haver uma intercomunicacao dessas macroporosidades para permitir o crescimento 6sseo
de uma forma tri-dimensional por toda a estrutura. Essa propriedade pode ser otimizada em
um estagio in vitro, através do emprego de condi¢bes de cultura dindmicas (BAKSH e
DAVIES, 1999).
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A microporosidade influencia na performace bioldgica dos fosfatos de célcio in vivo,
uma vez que a taxa e distribuicdo da osteogénese por volta e ao longo do enxerto séo afetadas
pelo nimero e tamanho dos canais intercomunicantes. A porosidade pode afetar importantes
propriedades mecanicas de um polimero. Pode reduzir sua maleabilidade e aumentar sua
fragilidade (BAKSH e DAVIES, 1999).

Fosfatos de célcio como a hidroxiapatita sdo conhecidos por serem osteocondutores e
bioativos. Isto significa que eles agem como um modelo ao longo do qual pode ocorrer o
crescimento ésseo (PATARO et al., 2007). Chu, Zhu e Yin (2006) mostraram que a
associacdo de osteoblastos a um compdsito de constituicio 20% de BCP e 80% de
hidroxiapatita sintética induziu a formacéo de tecido ostedide em subcutaneo de coelhos mais
rapidamente, se comparados ao grupo que continha células mesenquimais indiferenciadas.

Goshima e Caplan (1991a, 1991b) estdo entre os primeiros cientistas que mostraram
que a associacdo de CTMs de ratos a uma ceramica bifasica resulta em um forte potencial
osteogénico. Apos a implantacdo dessas ceramicas com percentagem majoritaria de fosfato e
calcio associada as CTMs, Goshima e Caplan (1991a, 1991b) observaram, entre os poros da
ceramica, tecido 6sseo formado a partir da segunda semana de implantacédo em dorso de ratos.

Dentre os varios estudos realizados em sitio ectdpico intramuscular e subcutaneo, os
trabalhos de Kruyt et al. (2004a, 2004b) demonstraram que foi possivel colonizar osteoblastos
em um andaime de ceramica bifasica em subcutéaneo de cabras e que as dimensfes dos poros
do compdsito em estudo desempenharam um papel fundamental nas propriedades de
osteoconducéo e diferenciacdo osteogénica das CTMs. Ele também comparou dois grupos: o
primeiro grupo apenas com o compdésito sem células e o segundo grupo com composito
colonizado verificando formacéo de tecido ostedide a partir da segunda semana no grupo
contendo células (KRUYT et al., 2004a, 2004b).

As propriedades osteogénicas sdo caracteristicas exclusivas referentes a materiais
organicos ou aos enxertos autdgenos, 0s quais sao capazes de estimular o crescimento ¢sseo,
oriundo de células transferidas do interior do enxerto. A neoformacdo Gssea é processada
diretamente a partir dos osteoblastos. Nos primeiros trés dias apds a instalacdo do enxerto,
inicia-se uma intensa atividade celular, quando os capilares podem ser vistos penetrando no
enxerto, devido ao processo de angiogénese (KUSIAK; WHITAKER, 1985).

Visando reparar defeitos em variados sitios 0sseos, utiliza-se de 0sso autdégeno em
muitos casos clinicos, porém nem sempre essa escolha é adequada, pois estes 0ss0s nem
sempre estdo disponiveis ou adequados para casos especificos, como substituicdo de grandes

areas do 0sso que necessitam ser substituidas ou em pacientes que ja sofreram varios
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procedimentos cirurgicos em reconstrugdo ossea. Outra questdo é a viabilidade de obtengdo de
0ss0 humano em quantidade, isento de virus como o da AIDS e da hepatite B, aliada a
proibicdo pelas leis de varios paises de comercializacdo de 6rgdos humanos ou de suas partes.
Essa dificuldade tem levado ao lancamento no mercado de diversos biomateriais como
alternativa no tratamento de lesdes Gsseas permanentes (GOLDBERG; SMITH, 2004). Estes
autores também verificaram que os resultados clinicos dos procedimentos dos enxertos 6sseos
dependem de muitos fatores, incluindo o tipo e os métodos de fixacdo, o local e o estado do

hospedeiro.
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8 CONCLUSOES

A concentracdo de 25 pg/mL de doxiciclina livre favoreceu de forma significativa
todos os parametros de osteogénese analisados, sendo esses maiores ap0s 0 encapsulamento
molecular em p-ciclodextrina. Além disso, a microestrutura obtida mostrou porosidade
apropriada para a proliferacdo celular de osteoblastos sugerindo que o composito
BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD ¢ promissor para a utilizagdo na engenharia de tecido Osseo.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

As pesquisas envolvendo a aplicacdo do composito BCP/PLGA/PCL/DOX/BCD estao
na sua fase inicial e uma de suas possiveis aplicacfes seria na engenharia de tecidos. Em
fungdo dos resultados obtidos nesse trabalho, sugere-se realizar experimentos in vivo para
avaliar histologicamente a acdo do compdsito sobre o tecido 0sseo, o qual representaria a
continuidade de pesquisa com biomateriais. Sugere-se ainda a realizacdo de testes
microbriolégicos, de liberacdo controlada e do periodo de degradacdo. Em consequéncia,
obter uma evidéncia cientifica mais forte que permita saber a real eficacia na utilizacdo do

compasito.
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ANEXO 1

ENSAIO DA ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA (BCIP/NBT)

SOLUCOES:

1. Solugéo SDS/HCL: 1g de SDS em 10 mL de HCL 0,01 M (igual ao do
MTT). Colocar a solugéo em recipiente no ultrassom para melhor solubilidade.

2. Solucéo de BCIP: 10 mg em 1 mL de solugdo tampé&o salina 10x (100
mM de MgCl, pH 9,5)

3. Solugéo de NBT: 10 mg em 1 mL de solugdo tampédo salina 10x
(200mM de MgCl; pH 9,5)

4. Solugdo Tampédo 10X (100mM de MgCl, pH 9,5): 15,60 g de Tris
HCL MW 157.60g, 5,80 g de NaCl, 1,02 g de MgCl,. Misturar em 900 mL de agua
destilada. Ajustar pH para 9,5 e completar volume para 1000 mL.



ANEXO 2

ENSAIO DA PRODUGAO DE NODULOS DE
COLORAGAO PELO METODO VON KOSSA

SOLUCOES:

1 - Solucdo de Nitrato de Prata 5%

Nitrato de Prata ... 59
Agua destilada .........c.cceeveneen. 100 ml

2 - Solucéo de Tiossulfato de Sédio 5%
) Tiossulfato de SO0 ..........cceevneee. 59
Agua destilada ..........ccooviiiriiennne 100 ml

3 - Solucgéo de Safranina 1%

Safranina ........c.cceveviiienenins 19
Acido Acético Glacial ............ 1 ml

Agua destilada ........................ 99 ml
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FASE 1: RESULTADOS REPRESENTAM MEDIA * SD DE TRIPLICATAS EM SEIS
EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA CITOTOXICIDADE (MTT) DAS
SOLUCOES DA DOX PURA E DA DOX NOS COMPOSTOS DE INCLUSAO NAS
CONCENTRACOES: 1, 5, 10, E 25uG/ML EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS.

One-way analysis of variance
P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
Column A vs Column B
Column A vs Column C
Column A vs Column D
Column A vs Column E
Column A vs Column F
Column A vs Column G
Column A vs Column H
Column A vs Column |
Column B vs Column C
Column B vs Column D
Column B vs Column E
Column B vs Column F
Column B vs Column G
Column B vs Column H
Column B vs Column |
Column C vs Column D
Column C vs Column E
Column C vs Column F
Column C vs Column G
Column C vs Column H
Column C vs Column |
Column D vs Column E
Column D vs Column F
Column D vs Column G
Column D vs Column H
Column D vs Column |
Column E vs Column F
Column E vs Column G
Column E vs Column H
Column E vs Column |
Column F vs Column G
Column F vs Column H
Column F vs Column |
Column G vs Column H
Column G vs Column |
Column H vs Column |

Number of values 4
Minimum 0,2729
25% Percentile 0,2755
Median 0,2832
75% Percentile 0,2875
Maximum 0,2889
Mean 0,2821
Std. Deviation 0,006667
Std. Error 0,003333
Lower 95% CI 0,2715
Upper 95% ClI 0,2927

4
0,3260
0,3336
0,3697
0,4696
0,4984
0,3910

0,07533

0,03766
0,2711
0,5108

P<0,0001

Fkk

Yes

9
8,896
0,7250
SS
0,6753
0,2562
0,9315

Mean Diff,

-0,1089
-0,2084
-0,3375
-0,4523
-0,2330
-0,1612
-0,09598
-0,03379
-0,09954
-0,2287
-0,3434
-0,1242
-0,05237
0,01289
0,07508
-0,1291
-0,2439
-0,02464
0,04717
0,1124
0,1746
-0,1148
0,1045
0,1763
0,2416
0,3037
0,2193
0,2911
0,3563
0,4185
0,07181
0,1371
0,1993
0,06526
0,1275
0,06219

4
0,3135
0,3580
0,5009
0,6126
0,6467
0,4905
0,1368

0,06840
0,2728
0,7082

df

27
35

1,581
3,026
4,900
6,567
3,383
2,341
1,393
0,4905
1,445
3,320
4,986
1,803
0,7604
0,1871
1,090
1,875
3,541
0,3577
0,6848
1,632
2,535
1,666
1517
2,559
3,507
4,410
3,183
4,226
5173
6,076
1,042
1,990
2,893
0,9475
1,850
0,9029

4
0,5089
0,5433
0,6531
0,6624
0,6634
0,6196

0,07416

0,03708
0,5016
0,7376

MS
0,08441
0,009489

Significant? P < 0,05?

4
0,5901
0,6151
0,7344
0,8537
0,8787
0,7344
0,1233

0,06165
0,5382
0,9306

No
No
Yes
Yes
No
No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

0,4158
0,4319
0,4948
0,6187
0,6551
0,5151
0,1012
0,05059
0,3541
0,6761

Summary
ns

ns
*k

Fkk

ns
ns
ns
ns
ns
ns
*k
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

*%

ns

*%

0,3157
0,3275
0,4122
0,5903
0,6332
0,4433
0,1404
0,07021
0,2199
0,6668

4
0,3561
0,3562
0,3706
0,4074
0,4149
0,3781

0,02801

0,01400
0,3335
0,4226

95% ClI of diff
-0,3543 t0 0,1365
-0,4538 to 0,03700
-0,5829 to -0,09212
-0,6977 to -0,2069
-0,4785 to 0,01237
-0,4067 to 0,08417
-0,3414 t0 0,1494
-0,2792t0 0,2116
-0,3450 to 0,1459
-0,4741t0 0,01675
-0,5889 to -0,09803
-0,3696 t0 0,1212
-0,2978t0 0,1930
-0,2325t0 0,2583
-0,1703 to 0,3205
-0,3745t0 0,1163
-0,4893 t0 0,001513
-0,2701 to 0,2208
-0,1982 to 0,2926
-0,1330t0 0,3578
-0,07079 to 0,4200
-0,3602 to 0,1306
-0,1409 to 0,3499
-0,06912 to 0,4217
-0,003861 to 0,4870
0,05833 to 0,5492
-0,02615 to 0,4647
0,04566 to 0,5365
0,1109 to 0,6017
0,1731 t0 0,6639
-0,1736t0 0,3172
-0,1083 t0 0,3825
-0,04615 to 0,4447
-0,1802 to 0,3107
-0,1180t0 0,3729
-0,1832t0 0,3076

4
0,2382
0,2387
0,2913
0,4177
0,4427
0,3159

0,09760

0,04880
0,1606
0,4712
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FASE 2: RESULTADOS REPRESENTAM MEDIA + SD DE TRIPLICATAS EM SEIS
EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA CITOTOXICIDADE (MTT) NA
PRESENCA DOS COMPOSITOS DE DOX NAO ENCAPSULADA EM BCD
(BCP/PCL/PLGA/DOX) NAS CONCENTRACOES: 1, 5, 10, E 25uG/ML EM CULTURA
DE OSTEOBLASTOS.

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R square

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)
ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)

Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
1vs Column B

1vs Column C

1vs Column D

1vs Column E

1vs Column F

Column B vs Column C
Column B vs Column D
Column B vs Column E
Column B vs Column F
Column C vs Column D
Column C vs Column E
Column C vs Column F

Column D vs Column E
Column D vs Column F

Column E vs Column F
Number of values

Minimum
25% Percentile
Median

75% Percentile
Maximum
Mean

Std. Deviation
Std. Error
Lower 95% CI
Upper 95% CI

0,4054
ns

No

1,053
0,1493

6,551
0,2562

ns

No

SS
0,05977
0,3405
0,4003
Mean Diff,
0,01646
-0,05808
-0,06581
-0,06107
0,03502
-0,07453
-0,08227
-0,07753
0,01857
-0,007735
-0,002996
0,09310
0,004739
0,1008
0,09610

6 6

0,4582 0,4252
0,4905 0,4650
0,6097 0,6389
0,7405 0,7259
0,8582 0,7358
0,6231 0,6066
0,1545 0,1321
0,06306 0,05395
0,4610 0,4679
0,7852 0,7453

df

5

30

35

t

0,2675
0,9442
1,070
0,9929
0,5694
1212
1,337
1,260
0,3019
0,1257
0,04870
1514
0,07704
1,639
1,562

0,5034
0,6093
0,6949
0,7721
0,7792
0,6811
0,1025
0,04184
0,5736
0,7887

MS
0,01195
0,01135

Significant? P < 0,05?
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

6 6

0,5410 0,6062
0,6265 0,6136
0,6811 0,6979
0,7759 0,7362
0,8108 0,7577
0,6889 0,6841
0,09490 0,06093
0,03874 0,02487
0,5893 0,6202
0,7885 0,7481

Summary
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

6

0,5185
0,5509
0,5711
0,6327
0,6934
0,5880

0,05968
0,02436

0,5254
0,6507

95% CI of diff
-0,1797t0 0,2126
-0,2542 00,1381
-0,2620 to 0,1303
-0,2572t0 0,1351
-0,1611t0 0,2312
-0,2707 t0 0,1216
-0,2784 t0 0,1139
-0,2737t0 0,1186
-0,1776 to 0,2147
-0,2039 t0 0,1884
-0,1991 t0 0,1931
-0,1030 to 0,2892
-0,1914 to 0,2009

-0,09531 t0 0,2970
-0,1000 to 0,2922
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ANEXO 5

FASE 2: RESULTADOS REPRESENTAM MEDIA + SD DE TRIPLICATAS EM SEIS
EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA CITOTOXICIDADE (MTT) NA
PRESENCA DOS COMPOSITOS DE DOX ENCAPSULADA EM BCD
(BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD ) NAS CONCENTRACOES: 1, 5, 10, E 25uG/ML EM
CULTURA DE OSTEOBLASTOS.

Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value 0,0002
P value summary doxx
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
= 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 t0 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 faialed -0,4418 to -0,1018
Column A vs Column E -0,008158 0,1477 No ns -0,1781t00,1618
Column B vs Column C -0,04336 0,7852 No ns -0,2133 t0 0,1266
Column B vs Column D -0,2247 4,069 Yes *x -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 t0 -0,01137
Column C vs Column E 0,08228 1,490 No ns -0,08770to0 0,2523
Column D vs Column E 0,2636 4774 Yes okl 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% ClI 0,6748 0,7059 0,7926 0,9738 0,6605
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ANEXO 6

FASE 3: RESULTADOS REPRESENTAM MEDIA + SD DE TRIPLICATAS EM SEIS
EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA CITOTOXICIDADE (MTT) NA
PRESENCA DOS COMPOSITOS DE DOX ENCAPSULADA EM BCD
(BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD ) NA CONCENTRACAO 251G/ML, APOS 14 HORAS, 7 E
14 DIAS DE INCUBACAO, EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS.

Number of values 8 8 6 8 6 4 4 4
Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value <0,0001
P value summary Fkkk
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 di
Column A vs Column B -0,2844 4111 Yes *x -0,5159 to -0,0528
Column A vs Column C -0,1504 2,013 No ns -0,4005 to 0,0997
Column A vs Column D -0,2000 2,891 No ns -0,4315 t0 0,0315
Column A vs Column E -0,4640 6,210 Yes Fokekx -0,7141 to -0,213
Column A vs Column F -0,2848 3,361 Yes * -0,5684 to -0,00115
Column A vs Column G -0,3344 3,947 Yes foled -0,6180 to -0,0507
Column A vs Column H -0,7482 8,830 Yes Fokekx -1,032 to -0,464
Column B vs Column C 0,1340 1,793 No ns -0,1162 to 0,384
Column B vs Column D 0,08437 1,220 No ns -0,1472 t0 0,315
Column B vs Column E -0,1797 2,405 No ns -0,4298 to 0,0704
Column B vs Column F -0,0003995 0,004715 No ns -0,2840 to 0,283
Column B vs Column G -0,05001 0,5903 No ns -0,3336 t0 0,233
Column B vs Column H -0,4638 5,474 Yes Fokekx -0,7474 to -0,180
Column C vs Column D -0,04959 0,6637 No ns -0,2997 to0 0,200
Column C vs Column E -0,3136 3,926 Yes foled -0,5810 to -0,0462
Column C vs Column F -0,1344 1,504 No ns -0,4333 100,164
Column C vs Column G -0,1840 2,060 No ns -0,4829 t0 0,115
Column C vs Column H -0,5978 6,693 Yes Fokekx -0,8967 to -0,298
Column D vs Column E -0,2640 3,534 Yes * -0,5142 to -0,0139
Column D vs Column F -0,08477 1,001 No ns -0,3684 t0 0,198
Column D vs Column G -0,1344 1,586 No ns -0,4180 t0 0,149
Column D vs Column H -0,5482 6,470 Yes faiakaiel -0,8318 to -0,264
Column E vs Column F 0,1793 2,007 No ns -0,1197 t0 0,478
Column E vs Column G 0,1297 1,452 No ns -0,1693 t0 0,428
Column E vs Column H -0,2841 3,181 No ns -0,5831 t0 0,0148
Column F vs Column G -0,04961 0,5071 No ns -0,3771 t0 0,277
Column F vs Column H -0,4634 4,737 Yes el -0,7909 to -0,135
Column G vs Column H -0,4138 4,230 Yes ** -0,7413 to -0,0863

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% ClI 0,2107 0,6695 0,5156 0,5791 0,8218 0,6058 0,6710 0,8856

Upper 95% ClI 0,6646 0,7745 0,6605 0,6962 0,9816 0,8390 0,8730 1,486
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FASE 3: RESULTADOS REPRESENTAM MEDIA + SD DE TRIPLICATAS EM SEIS
EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA FOSFATASE ALCALINA POR
OSTEOBLASTOS NA PRESENCA DO COMPOSITO DE DOX ENCAPSULADA EM
BCD (BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD ) NA CONCENTRACAO 25uG/ML, APOS 7 E 14
DIAS DE INCUBACAO, EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS.

Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value <0,0001
P value summary Fkkk
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 Fkkk
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 t0 0,05211
Column A vs Column C -0,2048 4518 Yes Fokek -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 Fokekx -0,3847 to -0,1086
Column A vs Column F -0,3888 8,579 Yes Fokekx -0,5268 to -0,2508
Column B vs Column C -0,1188 2,622 No ns -0,2569 t0 0,01921
Column B vs Column D -0,02379 0,5248 No ns -0,1618t00,1143
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 Fokkk -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 t0 0,09615
Column C vs Column F -0,1840 4,061 Yes foled -0,3221 to -0,04600
Column D vs Column E -0,1369 3,021 No ns -0,2750 t0 0,001106
Column D vs Column F -0,2791 6,158 Yes faiakaiel -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% ClI 0,2512 0,3337 0,4483 0,3101 0,4338 0,5633

Upper 95% ClI 0,3103 0,3996 0,5227 0,4708 0,6210 0,7758
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FASE 3: RESULTADOS REPRESENTAM MEDIA * SD DE TRIPLICATAS EM SEIS
EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA SINTESE DE COLAGENO POR
OSTEOBLASTOS NA PRESENCA DO COMPOSITO DE DOX ENCAPSULADA EM
BCD (BCP/PCL/PLGA/DOX/BCD) NA CONCENTRACAO 25uG/ML, APOS 7 E 14
DIAS DE INCUBACAO, EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS.

Table Analyzed

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)

Number of groups
F
R square

ANOVA Table

Treatment (between columns)

Residual (within columns)

Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test

Column A vs Column B
Column Avs Column C
Column A vs Column D
Column A vs Column E
Column A vs Column F
Column B vs Column C
Column B vs Column D
Column B vs Column E
Column B vs Column F
Column C vs Column D
Column C vs Column E
Column C vs Column F
Column D vs Column E
Column D vs Column F

Column E vs Column F

Data 1

<0,0001
Yes

6

13,48
0,7893
SS

1,626
0,4340
2,060
Mean Diff,
-0,09701
-0,2223
-0,3055
-0,5371
-0,7643
-0,1253
-0,2085
-0,4401
-0,6673

0,08320
-0,3148
-0,5420
-0,2316
-0,4588
-0,2272

df

18
23

0,8835
2,024
2,782
4,892
6,961
1,141
1,899
4,008
6,077

0,7577
2,867
4,936
2,110
4,179
2,069

MS
0,3251
0,02411

Significant? P < 0,05?
No
No
No

Yes
Yes
No
No
Yes
Yes
No
No
Yes
No
Yes
No

Summary
ns
ns

ns

*x
Fkkk
ns

ns

ns

ns

*k

ns

ns

95% ClI of diff
-0,4682 t0 0,2742
-0,5935t0 0,1489

-0,6767 to 0,06568
-0,9083 to -0,1659
-1,135 to -0,3931
-0,4964 to 0,2459
-0,5796 t0 0,1627
-0,8113 to -0,06894
-1,038 to -0,2961
-0,4544 t0 0,2880
-0,6860 to 0,05634
-0,9132t0 -0,1709
-0,6028 to 0,1395
-0,8300 to -0,08767
-0,5984 to 0,1440
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ANEXO 9

CURVA PADRAO DE COLAGENO
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Figura 21: Curva Padrdo de Colageno
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Syuopsds

Ohbjectives: To clamderize DexycyclineBCiclodesinin  (DOGUECD)  mehosion
compound and its o vitmo antimicrobial acivity against Supiyiococous murer. Fmally
DOX and DOXPCD imferaction with bacteria swface, and actvation and cell
malifermtion assays oo osteoblasts were performed i evahate their diotrmcity.

Methods: DORBCD chemical characterization in solid sate was comducted by
Infrared and in sehwion by WME. 2D ROESY and Isothermal Timation Calorimemy
{TC). Antinvicrobial suscepdbility was ewabuated by MIC and MBC. DOX and
DONBCD interaction with bacterial surface was evalwated dwough dymamic hght
scaftering, zeta potential (ZF) md ITC Conpomds citdomicity evahotion on
astzoblast was performed by MTT.

Results: Chemical characterization showed a DOX zreater smbility in BCT) presence
and inchusion by DOR aromatic side in pCD cawity. Conplexation was enthalpy and
eniropy drven, ocooming with low equilibiium constant. Increasing concentrations of
DOX apd DOXECD led an exponential decrease of the 5 @rens size and a pradual
neniralization of bactena 7P The BCD presence changes the thermodyname: profile of
interaction, suppestine that BCD adhere to 5 et membmre, acting as a bocal
releasing device. DOMNBCT is maore active against 5. @mews with improved MIC and
MEC vahes. The celhilar viahility tests showed that DOSIBCD is less toxic than pure
DOX and increasas the cellular proliferation

Conclusions: DORBCD inchsion compound improved interaction is cansed by pCD
adhesion to bactenia surface due s ability to form hydrogen bond. Those are mportant
findings to understand the dmos-target mechanism and development of a new hower

Koy words: Denyoyelime, Aoyclodecrin, gruimicrobial, membrane eractions,
swscepiiity, citotaiciyy
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Introduction

Doxycycline (Fig 51) is a semi-synthetic andbéotic derived from oxytemacycline,
commonly wsed for mumerons inmacellar and extracelbiar pathegens' T mhihit
bacterial srowth through the inhibidon of profein synthesis by its interaction with 30s
rivosomal subunit and the subssquent blocking of the -FNA binding to the decking
sites. It Bas proven apfi-nflammacory action, imhibits the actvity of mamx
metalloproteinases (WMMPsT and cell prodiferation (especially monomuclsar cells) and
reduces the blastozenic respomse of lymphocytes.” DOX abio stinmistes the bone
regenemrion when it is affected by the inflammatory resperse in periodontal dissase !

Despite its bread-spectnam of acton against aerohic and anaerobic bacteria, marmy
eroups of bactera ame reported to exhibit resistance against DOXN' Contmued use of
hizh doses of anthiotcs gensmfed resistances mechamisms such as these presented by
5 Awrens’ characterized by presenting comple processes of resistnee as msations m
specific penes or acquisiton of resisiance mechamizms from other micreorzamisms
throush zenstic exchanze such as conjugation. tramslation or fransformation *

To overcome the drawbacks of bacerial resistance and chemical instability and
minimize the hammful effects of temacyclines, encapsuladon systems are being
developed with cyclodewimins, Hpossomes, namospherss Howewer, the efficent
development of these dewices inchades conmplex studies sesking fo understand the
malaoular adsooption and joinng processes betwesn the membanes of @rest organ=m
and the drog used to conmol it using techrigues such as isothermal mitation calonmeny
(TTC) and particle charge.” The ITC is a tecnique that allows knowing inferaction
Tetween mobecules, by o the heat liberated or absorbed during the process
and determine the thermodynamic parmesers as imemcion constnt Gibss enerEy,
enthalpy and entrogy. - *

Cyrlodewmins (Fig 52) are cyclic olippsaccharidss composed of units of glucose
that offer the following advamtazss: well-defined chemical smactare with =tes for
chemical modification or comjuzation: availabdity in different sizes; low towicity;
pharmoeeological activity, sabibility; and capacity to form inchsion coppounds ' The
compleses formed by CDs are more stable with regard 1o degradation in the presence of
light, heat, chemical instability and dezadation due to bydrelysis." Natral CDs are
denomirated e [ and ¥ and the main derivatives are obtained from B-oyclodesirm 2 We
could find some works in the literanme dealing with the DOX and cyclodextring

= |
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pharmaceutical formulations as the DOX inchusion in GCD), Vargas-Estrada, er af. 2008,
mrepared an inchssion conplex DORBCD, which may diminish or prevent tissue
imifation by reducng the local comcenimfion of free dmp belew the imitamcy
threshold ™ Ziwin Ha, e al 2011, prepares a chemically and physically stahbls
formulation of doxycycline and Fydroxypropyl-f-ovclodeinin (HP-H-CT) inclosion m
an in situ thermally sensitive hydrogel for ophthalmic dalivery.™

However, little is known regarding the plrysic-chenrical characterimtion of the
complex i solid sare and sohition and action mechanism of this inchiien compound
and its electrostatic inferaction whit bacterial surface, which could be a directly relevant
factor in DT and DOXBCT antibacterial activiry.

The aim: of the present shady were to chamcerize the DON/BCD mehasion
compound i solid state by Thermosmavimetric Arabysis (TGA), Differential Themaal
Analysis (OTA) and Fourier Transform Infrarsd (FTIE) and i sohatian by NME. 2D
'H-'"H ROESY and Isothermal Timtion Calerimemy (TTC) Beyend the chemical
chamctenimtion, @ viro ainmcmobial suscepdbility against 5 mures was evahmed by
MIC and MBC determiration and direct mtemaction with bacteria were evahated
through dvnamc light scattering (DLS), zef potential messurements (ZF) and ITC.
Fimally, activation and cell proliferytion assays on ostechlasts cells were performed m
arder to evahmate the citotoedicity of DON inclusion compounds.
Materialks and Methods:

Chemicals

Feagents were purchased from the following compamses: Doxyryclne
Inydrochleride frem Sigma Chemical Compamy (5t Louts, MO) and gCD from Niamen
Mchem Phamma Miamen Chira, and Brain Heart Infusion culhme Broth from
HMETTA Labaoratories Put. Led (Indi). All reagents were used as received without
fiarther purification

Inclurion compaurd preparanion

The 11 melar mio DOXECD mcuson complex was prepared using the
fresze-dryine method and this was wsed for the physical-chemical chamctenization m
solid state and in sobstien by NMP. Briefly, DOX and pCT) were weight at a 1:1 malar
e and dissolved m milli-™* water. This aqueous sobotion of BCD and DOX was
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stimed at 40 °C for 2 h and then submitted to the freere-dryine process o achieve the
solid inchsion comples.

Solid stese analytis

Zolid state characterizations were performed using thermogravimenic analysis
(TGA), and differential thermal anabysis (DTA) and Fourier mansformed infrared
spectmoscopy (FTIR). Data were recarded for DOOCL, pCD, DORRCD and a physical
mixnare (FM) of DO and BCD at a molar miio of 1:1.

TGA and D'TA analysis were performed in duplicare using TGATTA moduhs
SDT, Q600 from TA Irstruments. Samples of approximacsly 3 mz were placed in the
analyser on epen pans of ahmmnnm oxide (Al0,) and were beated from ambsent (~25
) to 700 °C at a rate of 10 °C min” and sensittvity of 1.0°C, in mittegen zas with a
flow rate of 50 mimin

FTTE. specira were reconded nsing a Perdn Elmer specmometer (Specmm G
Perkin Elmer, Boston, MA USA) The samples were prepared as FBr pellets The
scans were carmiad ot Som 4000 to 400 e’ at 2 resobution of 4 oo’ using 32 scans
per sanmple.

Nucloar Magnene Retanamce

"H WME. chemiral shifiz (5) and 1D 'H-"H ROESY experiments wers obtired
usmg a Brucker DPR-400 Avance (400 MHz) spectrometer, at 300 B

The sobations used were 2.0 mM of DO and 20 mM (1-1) of DOSECT, bodh
dissolved im LU0 (Cambridge Isotope Labomtoriss, Inc —26 9 % of isotopic purity). The
HOD sienal at 5= 4 .50 was sed as reference No solid formation was observed in the
sofution dming malyss. The ID-ROESY experiments were recorded at spin lock of
&0 o, which was previously caloalared droughout the inversion-Tecovery sequence’™
" The sammple for this experiment was those mreparsd by freezing-drying method
described above. Before the analyses by ROESY, the "H NME. speamr of DOY was
assigmed accomiing with Guarma, W ef.al 2006, while "H NME. specim of BCD was
assizned according with Schneider H. T et ol J9G5

Joumal of Antimicroiblal Chemotherapy. under review
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Fathermai Tirmdon Calorimey

Calorimetnic tiratons were carned out using 3 Mane-TTC Microcalorimeter
from TA Insmmments, af 208.15F. Experiments were recorded m arder to abm the
thermodynamical parameters of complexation pocess befwesn DOX and pCD and
investigate the direct imeraction of DOX and DONPECD aminst 5 aurews ATCC
X664,

In the complexation study, each fitmtion experiment consisted of 49 successive
imections of the DO aquecns sobxion (7000 mM) inte the reaction cell charged with
1.0 ml of BCD sobaton (4.0 mM). at tme intervals of 300s. The first mjection of 1.15
ul was discarded to eliminate diffssion effects from syringe materal o the
calorimetric cell. The subsequent imjections were applied at cons@nt volume of 515 ul
of DOX sohition with stimmg speed of 230 rpm. The mw daia were analyzed by the
Mane Amalyze Deata Aralysis®sofiware for ITC, version 2.1.9, after discoumting the
blank experiment (dibgien of DOX in watxr). A omesite independent binding
mathematical model was nsad to analyze the average soichiometry (Fiz. 53). The final
data was exported to Mioocal Ongin 7.0,

In the mteracton stady of DOM or DOXECD against 5. s, experiments
consisted of 49 successive imections of 5.13 ul of the DOX or DOXNBCD aquess
soluans (booth at 50 meml of DO mbo the calonimetric cell comtaiming 1.0 ml of
5 mureas suspersion (~ 6 x 107 ofif), af time infervals of 600 = The 115 Wl first
injection was also discarded. The DX concentration in the calommeter call vaned Som
00 to= 10 meml., while the 5. aureus concentration vared from = § 5 10°F cfii o = 4.8
% 10" cfo. The final composition variable named Xy = CroyCFL (35 suszssted by
Momteiro, et ai. 2011 ') chansed from 0.0 to 2.2 meml ofi Final data wers obtainsd
Ty subtraction of timation cmves from dibion of DOX or DONECD in aqueous
solution without cells, being also exported to Microcal Origin 7.0.

In Firo Antimgicrobinl Susceprbility

The afinicrobdal tests of DOX DOXPCD and fCD were performed o
accondance with the CLSL 20117 o detsrmine MIC vakoes by pcrodthation methed
5 mumeus ATCC 27664 was moculated in Brain Heart Infusion Broth (BHI) and
incubated asrobically at 37 °C during 18 to 24 b After incubation bacteria was adjusted
i a concenimtion of ~ 5.0 x 10" cfu with Mueller Hintor Broth (M), added o double
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Pags & of 32

129



Paga 7 of 32

184
185
184
187
188
189
180
181
192

183
194
1835
186
187
108
100
00
20
00
209
a0
i)
]
7

08
a0
210
211
212
213
214
13

Journal of Antmicroblal Chemotherapy

serial dilution of DO DOXBCD or BCD (2500 1o @ x 10° meT) in 96-wall plasss,
and incubated at 37 °C for a period of 18 to 24 b The MIC was defined as the lowest
conceniraton that prevented visible prowth of the micoorganism, detemmined with a
spectrophotomester at &00 mm MBC: were determined by platng the wells with the
MIC as well as the dilutson without visible growth of the miooorzanizm and one below
in BHI Agar. After 24 to 48 h of growth, the MBC was determimed as the lowest
conceniraton that did net pemmt visible prowth on the smface of the azar. AL MICs
and MEBCs assays were perfiormed in iriplicate

Dymamic [ight somtering anaysiz

HNano 75 (Malvemn Instnments, Mabvemn, UK. The average Iydrodyramsc diameter of
5 mrers was measured using a Malvern Zemsizer Mapo Z5 particle analyzer with
palyeihylene square cells. An aqueows sospension of 5. dwreus (107 cfid) was titmated by
the addition of = 26 aliqeats (10.0 L) of aqueous sohitions of DOX or DOCRCD both
at 10.0 me/mL of DOX. The sohitions used to sospend the cells were fltered (0,12 um
filters, Millipor=®) before nse o emove any luge parficalate matenal Sample
suspensions were exposed to monochromatic light (10 mW Hee bhser, wavelength
324 om) amd the scattered lisht intensity was measured at an angle of 90°. The
Iydrodymamic diameters (Ty) for each tiraton were calonlated from the average of five
independent measurements that were the mean of 30 counfs. The repored Dy, are the
average of thres ndependent tiratiors and the amor bars ame the standard deviation. As
a conral. the Dy, vahues of 5 mmews in pare water was meassured before and after thres
hours mnd do pot showed ary changs.

Zat poseriial Hirarians

The zota potantial (ZP) was determined using the Laser Doppler Velocimemy
technique™ with a dispesable Cell Foldad Capillary (DPS1060) at a scatferng angle of
90° at 25 *C. Titrations were conducted by = 2§ successive mjections of 10 pl. aliguots
of aqueous DOW or DOXACT) solutions, both at 10.0 me/ml. of DOE into 1.0 ml of
aqueous 5 aurens suspension (10° cfu). The ZP values were obtamed fom the avemgs
af five independent measmrements, sach one obfained as the mean of five counts. The
reparted 7P vahes are the average of mdependent titrations.
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CHpéeily ausmys an osteabiast call

Osteoblasts were isolaed from the calvaria of six Wistar mis by enzymatc
digestion method of 3 days old In twief after cut inio small pieces, the calvaria bone
was digested for 5 min with 0.25% mypsin-EDTA (Sizma, 5t Louis, USA) and 3 times
with 2% collagenaze type I The supematant of the: third las washes were centrifiszed
1000 =z fior 5 min and the pellet was ressuspended in 5 ml of DMEM (Sigma, 5t Louis,
USA) medinm supplement with 10 fetal bovine senm (FBS) (Gibco, WY, TUSA) and
antibiotic (0.1 meml of sreptontyoin and 100 Uml de pemicillin) and anfinmyoodc
sofation (Giboo, WY, USA), beeles placed i cell culture and ncubated at 377 in a
Imidified atmosphers of 95% air and 5% CO:. Affer confiuence the celk wemre
replicated and used on passage 2. These cells are distribated i a density of 1 5 107 cells
in O wells coltwe plates in comact with the sohitions of DOX, o ifs mchsion
compound with BCD, at concentratians of 1.0 pe'ml; 5.0 pg'ml; 10.0 pe'ml and 25.0
=ml, w0 be aszessed within 24 b of culture. Cell viahdlity of the osteoblasts is assessed
Ty MTT assay after 95 h of moubation in the presence of each experimental substance.
Agpprosdmately 0.0 pL of MTT (5.0 mg/ml) are added fo each well Two hours later,
cell morphology is assessed by the imverted opdcal microscope and the salts wers
solobilized to fommazan by SDS 10%: HCL Afier incubation over night, the optical
density measurement is made at 570 nm in a specimophotometer (Mulmskan MOC340,
Labsystems).

Result: and discussion

Saird sate amalyzis

The TGATTA curves for DOX, FID. DOM/BCT and PM are showm in Figs. 1a
and 1. Transidions observed to free BCT) was in agresment to those just cited by Jensen
& ol md o free DOX in agreement with Zi-win He of ol wok " For the PM
DOXBCD (1) an imitial endothermic peak, due dehypdration of pCT, could be
observed. However, deconpesition of pCD at 3HPC was not obsemed, suzgesting
inclusion upon heating. For DOMBCD system, thermal profile was very different to the
P and free compomds, as consequence of different interactions m solid st
Dehydnton (= 70FC) and decompesiton (= 300°C) of BCD were not observed
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Moreover, lose of mass and the associated endothernnic peak of DO (= 160°C) was not
mesent in TGA or DTA DO D experiments, suzgesting preater sabilsty of dmz in
mesence of pCT.

Insert Figuresla and 1b

FIIFR. specm were obtamed in order fo imsesteate specific interactions between
DO and pCD in solid state. In the specira depicted in Figure 2, it can be obsarved that
the profile for DOGECD mchsion compound was not a sinple superpesition of the
fres speries, or yet, the P This, mieraction cam be verified by chanees in M-H and
0-H absorpiton bands, which were more sharpening to DOR/BCD than pure BCD and
PML suzgzestmg rediction m the total mumber of Iydogen bonds upon conplexation
Comparmg with free BCT and PM, a considembla reduction of v, BCD strefching at
MM o' was alse cbserved o DOXBCD, comobarating the hypothesiz about
inelusion. Fadurtion of angmalar and axial DOX C-0 bends, at 1175 e’ and 1130 and
sharpening of =0 and C=C DOX smeoches at 1700 and 1600 cov' were observed. Tha
data suggest strong distorbance of the CONH: sroup of DOX in solid state, 25 a
consequenre of bydrogen bindings and breakines upon DOX inckosion in GCD, these
resules are in accordance with the Zi-win He et al work.™

Tnsert Figure 1

NMR ROESF

10 'H-"H ROESY is known to allow the obsemvation of inter- and infra-malacular
inferactions umtil the 5 A spatial prenimity lmit among the functional groups. == XME
ID-ROESY experiments allowed an investization of specific interactions betwesn DOR
and BCD i supramolecalar conplex, allowing propose the way of inclision of the
DOX in pCT cavity. Fipare 3 shows the expansion of contoar map of ROESY where
are pbserved cross peaks comelatons between aromate He, Hap and Hep DOX
hydrogens (resion at & = 6.5 to 7.6) with H2, HG, H4, H5 and HE pCD hydrogens.
These results indicate preferential mehusion by aromanic side once the presence of amide
and remiary amine groups in aliphatic Zroup make them more hydrophilic and tulky,
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hinderinz the inferaction Cross peak comelabons, which could soggest inclusion by

Insert Figure 3

Fathermal Tiration Calorimetmy

IIC experiment was nsad to evaluae the themmodynamir pammeters of the
supramalecular interactions hetween the species assuming the 1-1 stoichiometry, once
the inchiion by aliphatc side is unlikely. Fig. 4 shows the DOX tmaton curve o
water, after subfmacton of the blank The absence of sipmeid profile of ITC amve is
typical of cyclodexrin systems, which exhibits weak inferactions (K < 1000). ™ The
aloalrtion of themmodynamic parameters was made thronph the noo-linear fitting. using
“independent sites model” present in Nano Analyze Data Analvsis™ software for ITC.

Equilibrium constant cbéained by fiting was really low (F = 503). It was observed
that this process is emthalpy drove (AH = -3.8 El'mol) md ocoxs with incease of
entropy (TAS = 11.6 kl/imol)." The extbalpy temm was atibged o the bindng of
enthalpy rich waer molecdles released from the BCD cavity with bulk water maleculss
and the dipelar and hydrogen bonding interactions between DOX and pCD. The
abmormal increase of entropy could e attdtuted fo the dzidity of the free DOX due o
DON-DOX hydrogen binding if compared with other mare loose systems, wupon
host:zuest interaction, and high dessohvation of amine, anide and cetone bydrophitic
‘Eroups wpan inchasim.

Tnsert Figure 4

In Faro Antimgicrobin! Sutcepobiliy

The results of in wiro Antimicrobial Susceptibility of DOX and DOXBCD are
shewn in Table 1. DO and DORUECD were found to be active against the Gram-
positive bacterium 5. murens ATCC 27664, The DOX baceriostatic activiry reflacted by
the MIC, and the bactericide effect (MBCs) mprove § and 3 double serial dilurion
respectively when DOW was included in (T On the other hand nome inhitisary
actvity was fmmd until the concemfration of 300 ppml when the MIC and MBC
defermination of a fCT sabution was camed out.
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Insert Table 1

5. meraer plays an important role in eman infections, nevertheless the efficacy
af the current antibiotics wsed to treat them are limited, due to the presence of severl
mesistance fartors azainst these andbiotics.” 5 mumeus amons other bacterial strins has
developed what is called pmid-graes resistant forms, subsequent to antibdodc use,
which does the therapeutic options for these mirrobes rediced. and perieds of hospital
care more extendsd and costdy. ™ The low sensibility of 5 aurens to the conventonal
treaiment makes mmperative the stady of new ambhbéotic compmmds with high
anfimscrobial actvity at lower doses.

We fiand that DN inclosion conmplexes with CT) were more actve against 5
raus than pure DG This fact could e due to pCD adhesion o bacteria surface that
acts synermcally with the DOX. The 5 awrees © susceptibility to the temacyclies is
directly relaed to the anfibietic lipophilicity. The lipophilicty of tetacyclne
dowycycline and minocycline are 0023, 0500 and 1.1, respectively, as deternined by
pantitioning berween octanal and aquecns bufer ™

In the present stady pure DO MIC vale was higher than the walue previeushy
reported by Blackwood et af, J870 The authors relaied tetacychine, dowycyeline and
minocycline MIC waloes asainst 5 mens were 021 009 and 010 pusml
respactively. ™ Despite this, the bacterial strain can still be considered susceptible to the
DX when the MIC values are compared with the “MIC Imerpretive Sandards for
Sraphyiococcus spp” of the CLSI 2001 puidelimes. In these sondands the
Srapiylocacour species are considered as susceptible to the DR when the MIC vahaes
are <48 pe'ml

These ar= impartant findines becanse it suzgests a possible development of a
new DO forrmilation, using less quantity of anghéotic; which will have a pesitive
impact i educing bacterial exposure to anfibiotic and thos the derrease in the
eenemtion of one of the canses of antibéobc resistance process.

DS gf 5. enrens cadls
In Fipure 5a and 5b. the efect of DOX or DOXECD upen the vdrodynanyic

diameter (D) of & mreus is shown The addition of aliquots of DOX to a § oureus

Joumal of Antimicroblal Chemotherapy. under revlew

134



M7

350
351
352
35
ER
33
356
357
358
350
360
361
362
363
El
365
366
367
368
369
3m
in
in
i
ER
376
in
T
i

Joumal of Antimicroblal Chemotharapy

suspension led to an exponential decrease of D, up 00 a concentration of = 1 me'ml. ofin
which comesponds to the isoelecric point (see section 3.3.3). Af molar conenimation
preater than = | mpml.cfu, no change in Dy is observed The DILS results can be
explamed by the permeabilization of cell samface by drog up to the satrabon Limit of
surface, where the drug not more interacts with the cell surface.

Thtraton of DOXBCD in 5. avreus enchibited a more complex profile of reduction
of I, suggesting participation of PCD in surfce intemction. In the curve &5 obsarved
aremmation at 03 meml. ofu which comespond to the isoelecmic point of cells. The
aremmation persist up to 0.7 mg/ml.cfu when diminish At coocenmmation of 1.5
me/mlcfi, the Dy suffered an increase up fo the 1.5 me'ml cfu of DOG, reducing
azain Cyclodexmins are able to form lage aggresates and such phenemencn oooors at
range of 135 mefml (= 1 mM). ™ ™7 Such azpresates could adkere on amface calls
doe the high possibility of bydrogen bond formation by CD, causing an mereass of size.
However, af high concenimitons pemmeabilization of membrans could overcome the
mrend of saif assembly, leadng to the redocton of size. These obsermtions could be
explamed by the higher eficacy of the DOPCD complex azainst § oo when
compared with the free DO

Tnsert Figure 5

Zata posendial mearrenants gf 5. aureus calls

The nomulized potential enerpy by charge umits, pamed zeta potential ® was
meazmed to 5. aureus cells in order to evaluate the effect of cationic DOX i surface of
B positive mucroorEani=m (Fig. Sa and 6b).

5 mreus is a cell that contains a palysacchanide celhalar wall which confers to the
OrEAmism A srong resistmce oo differsnt emvironment It negative first electric layer
mmst be responsible to the misraction with cationic dme, ooce s observed an increase
of ZP wpon increxse of DOX ™ and DOXBCD concentration, from negative to positive
vahes. Increaze of 7P negatve vahues toward of zero valoe & a result of neoraiization
of smface by catons DOX', which cause an imversion of charge of cell afier the
ispelectrical point (TP = 1 me/ml. of).

Tee cell wall of Gram pesitive badena is composed mainly of peptidogiyran
molecules and some other organic compounds such as teichoéc add, teichuronic acid
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polyphosphates, carbolrydrates, glucosamine. salactosamine, alanime, [ysine, diaming
pimelic acid. sarine and glycine **' Peptidogiyean molecules are assemblad into fibers
that are zouped in pamllel with respect to the cell membmpe, serving as binding
suppart to teicheic and teichuronic acid, which are attached perpendicularty thereon
In peneml peptidoghvan maleculss influence the surface charge of Gram positive
bactena genemting a nef negative charge produoced by the presence of phosphoryd
moups in the molecules of teichoic and teichmronic 2cid © Ohr results show a met
nesative charge af the heginming of the expenment that chanee with the increasing
conceniration of doxyoycline. This fact could be possibly dus the bactericidal activiry,
where it acts on the components of cell walls destmbilizing them and penemting cell
Comparmentalation.

The iseelecmical point of cells wpon DORBCD dimtion ocours at lower
concentration tan pue DOX, (Paogs = 016 memlcfu) comobormting the
participation of BCD) in infermction with cells Considermg that in both experiments the
range of DO concentration was the same, being the only difference the presence or
ahsence of BCD, is proposed that the mieraction enhancement of inchisson compound
against pure DO s cused by adhesion the BCD on surface due its shility to form
hydrogen bond that acts m a smerpical manner with lomc interactions between the
catienic dnag and anfonic calhular surface, allowing a greater adhesion between the dmz
and the surface of the bacteria, pensmting low doses that disnpt the bactarial axface .

Tnsert Figure 6

FEathermal titratian calormmatry g DOY ar DOYRCD apansd 5 aurews

Aming w0 provide complementary information abmst the mechanism of
interaction between the DOX, DOM/ECD and 5. aurens, direct heat flow caused by
stepwize imjections of DO or DORECD solutons (3] mM of DO in 1.0 mL of 5
aureus suspension at § x 107 cfu were accomplished

Fipme 7 dwws the timton curves afier mbtmction of respective blank
enpenments. Tiration of DOX in 5 sreus leaves to am endothernic signals op to the
conceniration. of 10 meml.cfy, which was atmbuted to be the IP in zst potntal
meanmements. This phenomenon could be explaned to the breakdown of salvation
structures arund the pesative cellilar surface due by the elecoos@c inferaction with
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catiomic DOX. After the [P, weak inferactions omist be mvvolved once heat flow is close
T 2RI,

In presence of BCD, the beat profile is completely different than these cbsemved
with the pure DO tiration. Exothermic profile with a minimal af Cooy = 02
mzml cfi () =-2065 ), for DOMBECD system was obsenved this is very close to the
IP observed by zeta poteniial measurement. This heat sipmal mwersion suggests an
evidence of the DON-bacteria mechanizm inferaction charge caused by the inclnsion of
DO i pCD. Cyclodewinins as oyclical alippsaccharides are meleculss rich in hydregd
Eronps which can form spontanegusly hydrogen bonds with the several components of
celhlar membmane It is well known that hydrogen bonds are always atmactve, ts
their formation are exothermic process. Cur data of interaction between the DOX with
BCD obtained by the ITC camcbarate the hypothesis about the action mechanism of
DONECD basad on adhesion of pCD in cellular membmne, where acts as a local and
sustained relsasing device of DO, improving its efficacy.

Toser Figure 7

Meamorement gff teciciny and Cell Proljferation Colorimenic dusqy using MIT

Figare & shows the evalomtion of texddty and cell prolifertion by using MTT
assay. The data suggest that exposure of osteoblastic cells coltared to 5 or | pz'ml of
pare DO stinmilated cell proliferation and 25 uz/ml. DO was cyiotowdc, confimming
the findings of Gomes et al, 207 * In contrast, 25 pgml of DOMNECD mehsion
comperund showed effectively cell prolifemtion, showing a lower cytosods compound
in conpansmn with free DOX These proméssary results susgest that this compound
ol e use for a loneer period at bow concentrations and increases the proliferyison of
osteoblasts.

Furthermore, studies o vive and in witro bave shown that DOT can inkibét the
collagerase activity by a mechariom independent of itz ambinticrobial efficacy.®
Although the mechanizm of this mhibidon is ot imderstood, the MMP inkibition by
temacyclines may be related to the abdity of these drozs hinding to mefal doms (Ca'?,
In'), siece thess enzymes (collagenase and pelatinase) require joos Zo' at ifs active
site and Ca** jons to stabilize their molecular conformartion. Besides ifs anficolazenase
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moperties, temacyclines are also pofent mhibitars of osteoclast fmcbon and bone
resarption ** Thus new potential uses could be explored with this inchusion compound

Tnsert Fignre §

Conclsions

In this stody, stmaciural and thermodynamic parameters of DOMECT complex
were determined o order to umderstand the DOX and DORBCD mteraction with 5.
araus celk. The inberaction of DO and DOSCRCD with 5. merews cells showed an
inversion of the surface charpe and reduction of the microorzanism size. In DOXRCD
sysitem, these imferactions are mare condplex. mobably by the formation of DOXNRCD
azereeates on the baceria surface. These dafa susgest a pemmeabilization of 5. auwreus
membyrane, which conld be comelated with the DO and DIORECD MIC vales azainst
5 murenr where DON mehssion complexes with (T were more acive than pure DO
Fimally, the cellular wiability tests showed that DOX/ECD conplexas are less toxic than
free DO suppesting a high efficacions and promissory wse of this compound in a
Twoad pharmacelogy applications.
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Fignre Capiions:
Figore 1: a) DTA curves of BCD (comtimuons ne), DON (domed lins), IC (dashed
lime), and P - 1:]1 DOMBCD (docted and dashed line): (b) TGA curves of: pCD
(comtimons 1me), DO (dotted bna), 1T (dashed lins), and PM - 1:1 DOSRCD (doted
and dashed Kine).
Fignre 1: FIIFR. specm of pCD, DOGL 1:1 DOXECD, Physical mixmre of DOX and
gD
Fignre 3: Expanzion of the confour map MME. ID-ROESY (400 MHz, spin lock = 600
ms) af the DORBCTVDL 0 system
Fignre 4. Isothermal Timation Calormemy of DOX 70 mM into cell charged with pCTH
4. after subiraction of blank experiment (DO 7000 mv in water).
Figure 5. Hydrodynamic diameter (1)) of 5. awrens cells as a fimotion of concentration
af {A) DOX concenmation and (B) DOXECD conceniration. The expenments were
carmried out by injection of aliquots of a 10 meml agueous sobrtion in to 5 4 aqueons
suspension (10° CFU/mL).
Figure 6. Z=ta potential of 5. aurens cells as a fimction of concentration of (4) DO
and (B) DOXNBCD concemimations. The experiments were camied out by igjecton of
aliqoots of a 10 mz'ml. aqueous solofion i to 5 awreur agueous suspension (107
CFUmL).
Fignre 7. Lothermal Tiration Calorimetry of DO (open circles) and,  DOXBCD
{filled squares) (both at 50 me/ml. of DOX) in 1.0 ml. of 5 merews sospension at § &
10" CFLVmL. after subtraction of blank experiments.
Figure 8 Chtotoxicity assy and proliferaton stimuhis oo oseoblasts of DOX and
DOXBCT (1) by MIT after 96 b
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Supporting Material
Title: Stroctoral and thenmodynamical charscterization of doxyoychmep-
cyclodenirin compound and its bacterial membrame interactons

Disgo F. Suirer’, Ressika Consussra®, Vivianme C. Tmjano®, Savio ML Gunsijo®,
Dadro .G, Guinaries | Maria E. Cortés”, Angelo L. Denadai®, Ruibén D). Simistera”

Figore 51. Soochme of the dogpoycline (2-Naphttecerecarboramids 4-alpha-5-
(dimethylanning}-1.4,4a-alpha- 5. 5a-alpha 6,11, 1 2a-octabydro- 3, 5-alpha 10,12, 1 Z2a-Ipha-
pentabydrony-S-atpha-metiyl-1.11-dioxo-).
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Figure S3: ITC experiment obtainad by wsing of Nano Amalyse Data Amalysis®
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ANEXO 11

CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA EM

UFMG EXPERIMENTACAO ANIMAL DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

) CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Maria Esperanza Cortes Segura,

Ap6s anélise de sua solicitacdo de avaliagio do projeto AVALIACAO DA ATIVIDADE
OSTEOGENICA DA DOXICICLINA EM UMA MATRIZ DE COMPOSITO DE,
submetido a esta comissao pelo protocolo 184 / 2012, a CEUA decidiu aprovar a sua
solicitacéo.

Justificativa: Aprovado na reunido 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 Antdnio Carlos, 6627 — Campus
Pampulha Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005 31270-901 — Belo Horizonte,
MG — Brasil Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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