MARIA JOAO DA ROCHA COELHO

MODULACAO FARMACOLOGICA
DA INTERACCAO
TECIDO OSSEO/BIOMATERIAIS.
ESTUDOS IN VITRO.

Porto, 2001




Modulacio Farmacologica da Interaccao

Tecido Osseo/Biomateriais. Estudos in vitro.

Maria Joio da Rocha Coelho

Dissertacdo de Candidatura ao Grau de Doutor Apresentada a

Faculdade de Medicina Dentéaria da Universidade do Porto

Faculdade de Medicina Dentaria

Porto 2001



Aos meus pais.
A Zita.
Ao Luls.



AGRADECIMENTOS

Na elaboragio desta tese coloquei todo o meu esforgo e dedicagdo. No entanto, a
concretizacdo de um trabalho de investigagio resulta sempre do esforgo e trabalho de varias
pessoas que directa ou indirectamente contibuem para a sua concretizago. Assim, ndo
posso deixar de expressar 0 meu mais sincero agradecimento a todas as pessoas que me

auxiliaram.

Gostaria de expressar o meu aprego a Professora Doutora Maria Helena Fernandes da
Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do Porto, orientadora desta tese, ndo so
pela sua permanente disponibilidade para me prestar valiosos ensinamentos €
esclarecimentos indispensaveis & concretizagdo desta tese, como também pelo apoio €
amizade demonstrados durante estes anos de trabalho em conjunto. A forma como me
orientou, acompanhou, incentivou e procurou resolver as dificuldades que foram surgindo
no meu percurso, juntamente com o seu empenho, entusiasmo e dinamismo foram decisivos

para a apresentagfo deste trabalho.

Ao Prof. Doutor José Domingos Santos da Faculdade de Engenharia da Universidade do
Porto, co-orientador desta tese, agradeco a sua disponibilidade e indispensavel colaboragdo
no dominio dos Biomateriais. Fico também reconhecida por me ter posto & disposigdo o
Laboratério de Biomateriais do Instituto de Engenharia Biomédica (INEB) para execugdo
de parte do trabalho desenvolvido no ambito desta tese, nomeadamente a preparagdo dos

materiais utilizados.

Ao Conselho Directivo da Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do Porto, na
pessoa do seu Presidente Prof. Dr. Fernando Peres, pela criagdo de condi¢des para a

realizagdo do trabalho.

Ao Instituto de Engenharia Biomédica (INEB), as facilidades concedidas para a preparagdo

dos materiais.

A Dra Maria Adelina Costa, agradego a sva amizade € companheirismo e, também, a

colaboragdo prestada especialmente durante a fase inicial deste trabalho.



A Prof. Doutora Maria Pia Ferraz do Instituto de Engenharia Biomédica (INEB), agradeco

a sua disponibilidade e colaboragio na preparagio dos materiais.

A Claudia Martins do Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Medicina Dentéria

quero agradecer a colaboragio, companheirismo e amizade.

Ao Sr. Emanuel Monteiro do Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas de Abel Salazar a disponibilidade e empenho manifestados na preparagdo das

amostras para microscopia electronica de varrimento.

Ao Engenheiro Pedro Malojo do Departamento de Informatica da Faculdade de Medicina
Dentéria, gostaria de agradecer a sua disponibilidade e ajuda prestadas na digitalizagdo das

fotografias.

A Dra Maria de Lurdes Pereira do Laboratério de Farmacologia ¢ a Ana Mota do
Laboratério de Anatomia da Faculdade de Medicina Dentéria quero agadecer a sua

amizade, apoio e interesse com que acompanharam o0 meu trabalho.

Finalmente, quero exprimir de um modo muito especial o meu reconhecimento pela
paciéncia, compreensdo e apoio que a minha familia € o Luis me dispensaram durante todo

este longo periodo, sem os quais o trabalho feito teria sido mais ardua tarefa.



O trabalho desenvolvido no Ambito desta dissertagdo deu origem as seguintes comunicagdes

e publicagdes:
Comunicagoes

e Coelho M.J., Anilise do citoesqueleto aplicada ao comportamento celular, apresentada

no curso “Bone Cell Cultures for Biomedical Applications”, Porto, 1995.

e Costa, M.A., Martins, P., Tracana, RB., Coelho, M.J., Dias, N., Fernandes, M.H.
Carvalho, G.S., Human bone cell cultures for biocompatibility evaluation of
biomaterials: Hormonal modulation of serially passaged cells and cytoskeleton
organization, Proceedings of the VII Mediterranean Conference on Medical &

Biological Engineering, Jerusalém, Israel, Setembro de 1995; 13.

e Coelho, M.J., Dias, N., Costa, M.A., Fernandes, M.H. e Carvalho, G.S.: Ades3o celular
analisada pelo estudo do citoesqueleto e por microscopia electronica de varrimento,
Resumos do 4° Congresso Portugués de Engenharia Biomédica, BIOENG’ 96, Aveiro,
Abril de 1996; 1X.2.1-2.5.

e Coelho, M.J., Dias, N., Carvalho G.S., Fernandes, M.H., Human osteoblast-like cell
cultures in biocompatibility testing: Influence of the culture medium, Proceedings of the

Third International Conference on Medical and Biological Implant, Nottingham,
Inglaterra, Julho de 1996; 11-13.

e Coelho, M.J., Fernandes, M.H., Trigo Cabral, A., Monteiro, F.J.,Hastings, G., In vitro
osteocompatibility of Polypropylene, Polyethylene and an elastomeric composite,
Proceedings of the 9" International Conference on Biomedical Engineering, Mandarin,

Singapura, 1997; 25-28.

e Trigo Cabral, C., Coelho, M.J., Fernandes, M.H., Efeito da clorohexidina em culturas
celulares de osso alveolar humano, Congresso Anual da Associagdo Profissional dos

Médicos Dentistas - APMD 98, Lisboa, 1998.



e Coelho, M.J., Santos, J.D., Trigo Cabral, A., Fernandes, M.H., Comparison of the
osteoblastic behaviour of human bone marrow and osteosarcoma derived cells, ESB 99

— 15" European Conference on Biomaterials, Bordeaux, 1999.

e Coelho, M.J., Fernandes, M.H., Doxycycline and minocycline affect the behaviour of
osteoblastic human bone marrow cell cultures in a concentration-dependent manner,

Proceedings of the 2™ European Congress of Pharmacology, Budapeste, Julho de 1999.

e Trigo Cabral, C., Coetho, M.J., Fernandes, M.H., Osteoblastic behaviour of human
alveolar bone cell cultures in the presence of chlorohexidine, Proceedings of the 2

European Congress of Pharmacology, Budapeste, Julho de 1999.

e Garcia Diniz, M., Fernandes, M.H., Soares, G.A., Coelho, M.J., Martins, C.M., The
morphology of the human osteoblastic bone marrow cells cultured in vifro on non-

coated titanium, 7° Congresso Brasileiro de Microscopia de Materiais — MICROMAT
2000, Sdo Paulo, 2000.

Publicagdes

e Coelho, M.J., Fernandes, M.H., Doxycycline and minocycline affect the behaviour of
osteoblastic human bone marrow cell cultures in a concentration-dependent manner,

Fundam. Clin. Pharmacol., 1999, 13: 358s.

e Trigo Cabral, C., Coelho, M.J., Fernandes, M.H., Osteoblastic behaviour of human
alveolar bone cell cultures in the presence of chlorohexidine, Fundam. Clin.

Pharmacol., 1999, 13: 320.

e Coelho, M.J., Trigo Cabral, A., Carvalho, G.S., Fernandes, M.H.: Human bone cell
cultures in biocompatibility testing. Part I: Osteoblastic differentiation of serially
passaged human bone marrow cells cultured in a-MEM and in DMEM, Biomaterials,
2000, 21:1087-1094.



e Coelho, M.J., Fernandes, M.H.: Human bone cell cultures in biocompatibility testing.
Part II: Effect of ascorbic acid, B-glycerophosphate and dexamethasone in the osteoblastic

differentiation, Biomaterials, 2000, 21:1095-1102.



RESUMO

Os cerdmicos de fosfato de calcio tém sido amplamente utilizados em aplicagdes médicas,
nomeadamente como materiais ortopédicos e dentarios, devido a sua capacidade de ligag@o
ao tecido vivo. As suas vantagens clinicas devem-se s suas caracteristicas biodegradaveis
e/ou osteocondutoras, embora as suas propriedades dependam da sua estrutura, tal como a
estequiometria quimica, cristalinidade e morfologia de superficie. Recentemente, tém sido
desenvolvidos compésitos de hidroxiapatite reforgada com biovidro do sistema P,0s—CaO
com o objectivo de melhorar as propriedades do cerdmico e aumentar, tanto quanto

possivel, a semelhanga quimica entre o material implantado e o tecido 0sseo hospedeiro.

Neste trabalho, foi desenvolvido um compésito que foi preparado por um processo de
sinterizagfo na presenca de fase liquida, usando vidro do sistema P,Os—CaO contendo ides
Na'. O comportamento biolégico do compésito foi avaliado utilizando culturas de células
osteoblasticas obtidas a partir de medula éssea humana e efectuadas na superficie do
material. Estudou-se também o efeito de trés hormonas — dexametasona, hormona da
paratirbide e hormona do crescimento e dois antibiéticos — doxiciclina e minociclina, no
desenvolvimento do fenétipo osteoblastico destas culturas com o objectivo de modular os
fenémenos biologicos envolvidos na interacgdo células osteoblasticas/biomaterial. O
comportamento do compésito foi comparado com o da hidroxiapatite, nas mesmas

condi¢des experimentais.

As culturas de células 6sseas humanas, quando devidamente caracterizadas, constituem um
modelo in vitro apropriado para o estudo dos fenémenos biologicos que ocorrem na
interface tecido 6sseo/material. A primeira parte do trabalho (capitulo II) visou optimizar as
condicdes experimentais para a obtencdo de culturas celulares que apresentassem uma
expressio completa do fenotipo osteoblastico, adequadas para estudar as interacgoes entre 0
tecido 6sseo € os biomateriais. Assim, foi comparado o comportamento de células de
medula 6ssea humana mantidas em dois meios de cultura largamente utilizados, a-Minimal
Essential Medium Eagle (a-MEM) e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), ao
longo de sucessivas subculturas e avaliada a influéncia de varios compostos, na presenga
isolada ou em combinagdo, que favorecem o desenvolvimento de culturas com

caracteristicas osteoblasticas: 4cido ascorbico (AA), B-glicerofosfato  (B-GF) e



dexametasona (Dex). A caracterizagdo de culturas de células Osseas foi efectuada pela
avaliagio de parametros morfologicos e funcionais caracteristicos das células
osteoblasticas. Os resultados obtidos mostraram que as células da primeira subcultura
cultivadas em o-MEM, na presenga de acido ascorbico (50 pg.ml?), B-glicerofosfato
(10 mmol.L™") e na auséncia ou presen¢a de dexametasona (10 nmol.L™"), apresentaram
desenvolvimento completo do fendtipo osteoblastico evidenciado por uma elevada

actividade da fosfatase alcalina e formagio de uma matriz extracelular mineralizada.

Foram de seguida efectuados estudos no sentido de avaliar o efeito de varios farmacos no
comportamento de proliferagdo/diferenciacdo das células osteoblasticas, cultivadas nas
condicdes experimentais descritas no capitulo I1. Assim, avaliou-se a resposta de células de
medula 6ssea humana a trés hormonas que tém um papel importante nos mecanismos de
regulagio do metabolismo 6sseo (dexametasona — Dex, hormona da paratiréide — PTH e
hormona do crescimento) e a dois antibi6ticos que se utilizam no tratamento de infecgoes
que se observam em cirurgia ossea reconstrutiva (doxiciclina e minociclina). A escolha das
concentra¢des a utilizar baseou-se em resultados de estudos anteriores relativos ao efeito

destas substancias no metabolismo 6sseo. Os resultados sdo apresentados no capitulo III.

Uma vez que alguns compostos exibem diferentes efeitos nas células sseas de acordo com
o estado de diferenciagdo celular, a adig8io da Dex, da PTH e da hormona do crescimento
foi feita durante periodos seleccionados do tempo de cultura, representativos de populagdes
celulares em diferentes estados de diferenciag¢do. Os resultados obtidos mostraram que em
culturas que crescem na presenga de acido ascorbico e PB-glicerofosfato, a presenca
adicional de Dex (10 nmol L") ou de PTH (10 nmol.L™") resultou na estimulagdo do
desenvolvimento do fenétipo osteoblastico. Em ambos os casos, esta indugdo foi mais
significativa quando as culturas foram expostas as hormonas durante todo o periodo de
incubagdo ou apenas durante a 1* semana. A Dex estimulou a proliferagio e diferenciacio
de células osteoprogenitoras e também de osteoblastos presentes num estado de
diferenciagio menos adiantado, enquanto que o seu efeito sobre os osteoblastos mais
diferenciados foi menor. Os resultados obtidos também sugerem que a PTH esta
intimamente ligada a diferencia¢@o osteoblastica, inibindo a diferenciagdio das células

osteoblasticas mais maduras e favorecendo as que se encontram num estado imaturo.



A hormona do crescimento (50 ng.ml"), no sistema celular estudado, pareceu actuar
essencialmente a nivel da proliferagio, uma vez que o crescimento das células em cultura
foi estimulado € o efeito sobre a expressdo fenotipica foi menos significativo. O estudo da
ac¢do desta hormona foi efectuado em culturas celulares mantidas permanentemente com
10% de soro bovino fetal e sobre culturas celulares que cresceram temporariamente na
auséncia de soro, visto que o soro constitui uma fonte de nutrientes e hormonas. Em ambas
as situagdes, as culturas foram expostas a acgdo da hormona do crescimento por periodos de
24 horas ao longo do tempo de incubagdo. O efeito promotor desta hormona na proliferagéo
celular foi observado tanto em células mantidas na presen¢a como na auséncia de soro
bovino fetal. Contudo, as culturas que cresceram na presenga de soro apresentaram um

crescimento celular superior ao das culturas mantidas na auséncia de soro.

O comportamento de culturas osteogénicas foi estudado na presenca de doxiciclina e de
minociclina, uma vez que estes farmacos, além de terem um espectro antibacteriano
apropriado para o tratamento de infecgdes Osseas e de atingirem concentracdes eficazes no
tecido 6sseo, parecem exercer um efeito benéfico nos processos de regeneragdo Ossea.
Deste modo, foi avaliada a resposta de células osteoblasticas a uma gama de concentragdes
de doxiciclina (1 pg.ml’, 5 pg.ml’, 10 pg.ml’ e 25 pg.ml™) e de minociclina (1 pg.ml’,
5pg.ml™, 10 pg.ml?, 25 pg.ml'1 e 50 pg.ml™). Os resultados obtidos mostraram que estes
dois antibioticos, quando utilizados em baixas concentragdes, actuam como promotores da
proliferagdo das células osteoblasticas. A exposi¢io das células a concentragdes superiores
pareceu inibir a diferenciago (10 pg.mi’ de minociclina), atrasar a proliferagdo (10 pg.mi”
de doxiciclina e 25 pug.ml” de minociclina) ou exercer um efeito citotoxico (25 pg.ml’ de

doxiciclina e 50 pg.ml" de minociclina).

O trabalho desenvolvido nos capitulos II e III permitiu a optimizagdo das condigbes de
cultura de células de medula 6ssea humana de modo a observar-se o crescimento de células
osteogénicas na superficie do compoésito ¢ a expressdo completa do fenétipo osteoblastico.
Assim, foi possivel estudar o comportamento biolégico do compdsito de hidroxiapatite—
biovidro utilizando culturas de células osteoblasticas provenientes de medula 6ssea humana
e modular farmacologicamente a interacgdo entre estas células e o biomaterial (capitulo

V).



As amostras do composito foram incubadas durante 21 dias em meio de cultura, antes de
serem cultivadas com células de medula éssea, uma vez que a pré-imersao dos materiais
contribui para aumentar o desempenho biologico dos materiais cerdmicos. As culturas
efectuadas na superficie do composito na auséncia de farmacos apresentaram
desenvolvimento completo do fendtipo osteoblastico. A avaliagio da modulagdo
farmacol6gica da interacgfio entre o compdsito e células osteoblasticas de medula Ossea
humana mostrou que a presenga dos farmacos utilizados afectou significativamente o
comportamento de proliferagdo/diferenciagdo celular. A exposigio continua das culturas
efectuadas na superficie do composito a Dex (10 nmol.L!) e a PTH (10 nmol.L™) resultou
na estimulagio do crescimento celular e na indugdo da diferenciacio osteoblastica. A
presenga da hormona do crescimento (50 ng.ml™") por periodos de 24 horas ao longo do
tempo de incubag¢do resultou num aumento significativo da proliferagdo mas numa
diminuicdo da diferenciagio celular. As culturas efectuadas na superficie do compdsito na
presenga de doxiciclina (1 pg.mi™") e minociclina (1 pg.ml™) apresentaram um aumento da
proliferagio celular, efeito que ndo foi acompanhado por uma indugdo da actividade da

fosfatase alcalina.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o compdsito de hidroxiapatite—biovidro
apresenta caracteristicas de superficie mais apropriadas para a proliferacdo e diferenciagdo
das células de medula 6ssea humana que a hidroxiapatite, em todas as situagdes estudadas.
Contudo, a ordem de grandeza do efeito das hormonas e antibi6ticos utilizados seguiu um

padrio semelhante nas culturas efectuadas na superficie dos dois materiais.

O trabatho realizado no ambito desta tese permitiu obter informagdo relativamente 20
desenvolvimento de um comp6sito de hidroxiapatite-biovidro com caracteristicas de
biocompatibilidade e bioactividade apropriadas para se observarem respostas especificas €
desejaveis das células osteoblasticas. Os resultados relativos 4 modulagdo farmacologica do
comportamento de culturas celulares de medula 6ssea humana efectuadas na superficie do
compbsito sugerem a possibilidade de uma mais rapida reconstrugdo Ossea local e

osteointegragdo do material na presenca de farmacos relevantes.



SUMMARY

Calcium phosphate ceramics have been widely used in clinical field, namely as orthopaedic
and dental materials, because of their ability to bond to living tissue. Their clinical
advantages are due to their biodegradable and/or osteoconductive characteristics, although
the properties are dependent on their structure, such as chemical stoichiometry, crystallinity
and surface morphology. Recently, P,Os—CaO glass-reinforced hydroxyapatite composites
have been developed to improve properties of the calcium phosphate material and increase,
as much as possible, the chemical similarity between the implanted material and bone

tissue.

In this work, the composite was prepared by a liquid sintering process using P,0s—CaO
glasses containing Na' ions. The biological behaviour of the composite was assessed using
osteoblastic human bone marrow cell cultures grown on the surface of the material. The
effect of three hormones — dexamethasone, parathyroid hormone and growth hormone and
two antibiotics — doxycycline and minocycline on the development of the osteoblastic
phenotype of these cultures was studied, in order to modulate the biological mechanisms
involved in the osteoblastic cells/biomaterial interaction. The composite performance was

compared to that observed in the hydroxyapatite, in the same experimental conditions.

Well-characterised human osteoblastic cell cultures are a useful in vitro tool to analyse the
biological events occurring at the bone tissue/materials interface. The aim of the first
section of this work (chapter II) was to define the experimental conditions to obtain cell
cultures with complete expression of the osteoblastic phenotype, appropriate to study bone
tissue/biomaterials interactions. Therefore, the behaviour of serially passaged human bone
marrow cells cultured in two widely used culture media, o-Minimal Essential Medium
Eagle (a-MEM) and Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), was compared and
the effect of several compounds, isolated or in combination, that favour osteoblastic
differentiation was analysed: ascorbic acid (AA), B-glycerophosphate (B-GF) and
dexamethasone (Dex). Bone cell cultures were characterised using morphological and
functional osteoblastic parameters. Results showed that first passage cells grown in a-
MEM, in the presence of ascorbic acid (50 pg.ml'l), B-glycerophosphate (10 mmol.L") and

dexamethasone (10 nmol.L™), presented complete expression of the osteoblastic phenotype



characterised by high alkaline phosphatase activity and the formation of a mineralised

extracellular matrix.

The effect of several drugs on the proliferation/differentiation behaviour of osteoblastic
cells, cultured under experimental conditions described in chapter II, was also studied.
Therefore, the response of human bone marrow cells to three hormones which play an
important role in the mechanisms of bone metabolism regulation (dexamethasone — Dex,
parathyroid hormone — PTH and growth hormone) and to two antibiotics used in the
treatment of infections that appear in reconstructive bone surgery (doxycycline and
minocycline) was evaluated. The choice of the used concentrations was based in results of
previous studies concerning the effect of these substances in the bone metabolism. Results

are presented in chapter IIL.

Since several compounds exert different effects on bone cells depending on the cellular
differentiation stage, the addition of Dex, PTH and growth hormone was made during
selected periods of the culture time, representative of cellular populations in different
differentiation stages. Results showed that in cultures grown in the presence of ascorbic
acid and B-glycerophosphate, the addition of Dex 10 nmol.L™") or PTH (10 nmol.L™)
resulted in the stimulation of development of the osteoblastic phenotype. In both cases, this
induction was more significant when cultures were exposed to the hormones during the
entire incubation time or during the first week only. Dex stimulated the proliferation and
differentiation of osteoprogenitor cells and also of less differentiated osteoblasts, while its
effect on more differentiated osteoblasts was smaller. Results suggest that PTH is closely
linked to the osteobiastic differentiation; the hormone inhibits the differentiation of more

mature osteoblasts and favour those found in an immature stage.

Growth hormone (50 ng.rnl'l), in this cellular system, appears to act essentially on the
proliferation level, once the cultured cell growth was increased and the effect upon the
phenotypic expression was less significant. The study of this hormone action was realised
in cell cultures grown continuously with 10% foetal bovine serum and in cell cultures
grown temporarily in the absence of serum, once this compound is a source of nutrients and
hormones. In both situations, cultures were exposed to the growth hormone for periods of
24 hours during the incubation time. The increased effect of this hormone on cellular

proliferation was observed both in cultures grown in the absence and in the presence of



foetal bovine serum. However, cultures grown in the presence of the serum presented a

higher cellular growth.

The behaviour of osteogenic cultures was studied in the presence of doxycycline and
minocycline, once these drugs, besides having a antibacterial spectrum appropriate to the
treatment of bone infections and reaching efficient concentrations in the bone tissue, appear
to exert a beneficial effect on the bone regeneration mechanisms. Therefore, the response of
osteoblastic cells to a range of concentrations of doxycycline (1 pg.ml’, 5 pg.ml’, 10 pg.ml’
and 25 pg.ml™) and minocycline (1 pgml”, 5 pgmt”, 10 pg.mi™, 25 pg.mi” and 50 pg.mi™)
was evaluated. Results showed that these antibiotics, when used at low concentrations, act as
promoters of the osteoblastic cells proliferation. The exposition of the cells to higher
concentrations seemed to inhibit the differentiation (10 pg.ml’ of minocycline), delay the
proliferation (10 pg.ml” of doxycycline and 25 pg.ml”! of minocycline) or exert a cytotoxic
effect (25 pg.ml” of doxycycline and 50 pg.ml”! of minocycline).

The work presented in chapters II and III allowed the definition of human bone marrow cell
culture conditions, in order to observe the proliferation of osteogenic cells on the surface of
the composite and the complete expression of the osteoblastic phenotype. Thus, it was
possible to study the biological behaviour of the glass-reinforced hydroxyapatite composite
using human bone marrow osteoblastic cell cultures and to pharmacologically modulate the

cells/biomaterial interaction (chapter IV).

The samples of the composite were incubated during 21 days in culture medium, before
being seeded with bone marrow cells, once the pre-immersion of materials contributes to
increase the biological performance of calcium phosphate ceramics. The cultures grown on
the surface of the composite in the absence of drugs presented complete development of the
osteoblastic phenotype. The evaluation of the pharmacological modulation of the
composite/human bone marrow osteoblastic cells interaction showed that the presence of
the drugs affected significantly the behaviour of cellular proliferation/differentiation. The
continuous exposition of the cultures grown on the surface of the composite to Dex (10 nmolL™)
and PTH (10 nmolL.L") resulted in the stimulation of the cellular growth and the induction of
the osteoblastic differentiation. The presence of growth hormone (50 ng.ml™) for periods of

24 hours during the incubation time increased significantly the proliferation but reduced the



cellular differentiation. The cultures grown on the surface of the composite in the presence
of doxycycline (1 pg.ml™") and minocycline (1 pg.ml™) presented an increase of the cellular
proliferation, effect that was not followed by an induction of the alkaline phosphatase

activity.

The results of this study showed that the glass-reinforced hydroxyapatite composite present
surface characteristics more appropriate to the proliferation and differentiation of human
bone marrow cells than hydroxyapatite, in all the tested situations. However, the level of
response of the hormones and drugs was identical in cultures grown on the surface of both

materials.

The presented work allowed for the development of a glass-reinforced hydroxyapatite lass
composite with characteristics of biocompatibility and bioactivity appropriate to observe
specific and desirable responses of the osteoblastic cells. The results related to the
pharmacological modulation of the behaviour of human bone marrow cell cultures grown
on the surface of the composite suggest the possibility of a faster local bone reconstruction

and material osteointegration in the presence of relevant drugs.



RESUME

Les ceramiques de phosphate de calcium sont amplement utilisés dans des applications
médicales, nommément en tant que matériaux orthopédiques et dentaires, & cause de leur
capacité de liaison au tissu osseux. Leurs avantages cliniques se doivent a leurs
caractéristiques biodégradables et/ou osteoconductrices, bien que leurs propriétés
dépendent de leur structure, tel comme la stéquiométrie chimique, cristallinité et
morphologie de surface. Récemment, des composites d’hydroxiapatite renforcée avec du
verre du systéme P,0s-CaO ont été développés afin d’améliorer les propriétés du céramique
et augmenter, le plus possible, la ressemblance chimique entre le matériel implanté et le

tiSsu OSSeux.

Dans ce travail, le composite développé a été préparé par un processus de syntérisation en
présence de phase liquide, tout en utilisant un verre du systéme P,0s-CaO contenant des
jons Na*. Le comportement biologique du composite a été évalué a travers de ’utilisation
de cultures de cellules ostéoblastiques, obtenues a partir de moelle osseuse humaine et
effectuées a la surface du matériel. L’effet de trois hormones — dexaméthasone, hormone de
la parathyroide — PTH et hormone de la croissance et de deux antibiotiques — doxicicline et
minocicline sur le développement du phénotype ostéoblastique de ces cultures a aussi €te
étudié, afin de moduler les mécanismes biologiques engagés dans D’interaction cellules
ostéoblastiques/biomatériel. Le comportement du composite a été comparé avec celui de

I’hydroxiapatite, dans les mémes conditions expérimentales.

Les cultures de cellules osseuses humaines, bien caractérisées, sont un modele in vitro
approprié pour I’étude des mécanismes biologiques qui surviennent a linterface tissu
osseux/matériel. La premiére partie du travail (chapitre I1) a eu pour object I’optimization
des conditions expérimentales pour I’obtention de cultures cellulaires qui présenteraient une
expression compléte du phénotype ostéoblastique, apropriées pour étudier les interactions
entre le tissu osseux et les biomatériaux. Ainsi, le comportement de cellules de moelle
osseuse humaine cultivées en deux milieus de culture largement utilisés, a-Minimal
Essential Medium Eagle (a-MEM) et Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), au
cours de successives subcultures a été comparé et I'influence de divers composés, isolés ou
en combinatio, qui favorissent le développement de cultures avec des caractéristiques

ostéoblastiques: acide ascorbique, B-glicerophosphate et dexaméthasone. La caractérisation



des cultures de cellules osseuses a été effectuée par Pavaliation de parametres
morphologiques et fonctionnels caractéristiques des cellules ostéoblastiques. Les résultats
obtenus ont démontré que les cellules de la premiére subculture cultivées en o-MEM, en
présence d’acide ascorbique (50 pg.ml?), B-glicerophosphate (10 mmol.LT) et
dexaméthasone (10 nmolL™), ont présenté le développement complet du phénotype
ostéoblastique caractérisé par une haute activité de la phosphatase alcaline et la formation

d’une matrice exracellulaire minéralisée).

En suivant, nous avons effectué une évaluation de I’effet de diverses drogues sur le
comportement de prolifération/différenciation des cellules ostéoblastiques, cultivées dans
les conditions expérimentales décrites dans le chapitre II. Ainsi, la réponse des cellules de
moelle osseuse humaine 4 trois hormones qui jouent un rdle important dans les mécanismes
de régulation du métabolisme osseux (dexaméthasone, hormone de la parathyroide et
hormone de la croissance) et i deux antibiotiques qui sont utilisés pour le traitement
d’infections qui peuvent étre observées en chirurgie osseuse réconstructive (doxicicline et
minocicline), a été étudiée. Le choix des concentrations a utiliser a eu pour base des
résultats obtenus par des études antérieures relatives a I’effet de ces substances sur le

métabolisme osseux. Les résultats sont présentés dans le chapitre IIL

Vu que Peffet produit par certains composés sur les cellules osseuses dépend de I’état de
différenciation, I’addition de la dexaméthasone, de la PTH et de ’hormone de la croissance
a été faite pendant des périodes sélectionnées du temps de culture, représentatives de
populations cellulaires en différents états de différenciation. Les études menées ont montré
que dans les cultures qui se trouvent en présence d’acide ascorbique et de B-glicerophosphate,
la présence additionelle de dexaméthasone (10 nmol.L") ou de PTH (10 nmol.L?) a provoqué
une stimulation du développement du phénotype ostéoblastique. Dans les deux cas, cette
induction a été plus significative quand les cultures ont €t¢ exposées aux hormones pendant
tout le temps d’incubation ou & peine pendant la premiére semaine. La Dex a stimulé la
prolifération et différentiation de cellules meres des ostéoblastes et aussi d’ostéoblastes
présents dans un état de différentiation moins avancé, alors que son effet sur les
ostéoblastes plus différenciés a été moins marcant. Les résultats obtenus suggérent que la

PTH exerce une influence sur la différentiation ostéoblastique; I’hormone inhibit la



différentiation des cellules ostéoblastiques plus miires et favorit celles qui se trouvent dans

un état précoce.

L’hormone de la croissance (50 ng.ml"), dans le systéme cellulaire étudie, parait agir
essentiellement au niveau de la prolifération, vu que la croissance des cellules en culture a
été stimulée, pendant que 'effet sur expression du phénotype a été moins significative.
L étude de I’action de cette hormone a été faite en absence et en présence de 10% de sérum
bovin foetal, une fois que le sérum est une source de nourissants et d’hormones. Dans les
deux cas, les cultures ont été exposées a I’action de I’hormone de la croissance pendant des
périodes de 24 heures au cours du temps d’incubation. L’effet promoteur de cette hormone
sur la prolifération cellulaire a été observé dans les cellules maintenues en présence ou en
absence du sérum. Cependant, les cultures qui ont grandit en présence de sérum ont
présenté une croissance cellulaire supérieure a celle des cultures maintenues en absence du

sérum.

Le comportement de cultures ostéogéniques a €té étudi¢ en présence de doxicicline et de
minocicline, vu que ces médicaments, par ailleurs d’avoir un spectre antibacterien aproprié
pour le traitement d’infections osseuses et d’atteindre des concentrations efficaces dans le
tissu osseux, exercent un effet bénéficiel dans les mécanismes de régénération osseuse.
Ainsi, la réponse des cellules ostéoblastiques a une série de concentrations de doxicicline
1 pgml? 5 pg.mi?, 10 ug.rml'l et 25 pg.ml™) et de minocicline (1 pgml? 5 pg.ml’,
10 pg.ml™, 25 pg.ml™ et 50 pg.ml™?) a été évaluée. Les résultats obtenus ont montré que
ces deux antibiotiques, en petites concentrations, ont une fonction promotrice de la
prolifération des cellules ostéoblastiques. L’exposition des cellules aux hautes
concentrations inhibe la différenciation (10 pg.ml” de minocicline), provoque le retard de
la prolifération (10 p‘g.ml'l de doxicicline et 25 p.g.ml'1 de minocicline) ou exerce un effet

~ citotoxique (25 pg.ml” de doxicicline et 50 pg.ml” de minocicline).

Le travail effectué dans les chapitres II et III a permit I’optimization des conditions de
culture de cellules de moelle osseuse humaine, afin d’observer la croissance de cellules
ostéogéniques a la surface du composite et lexpression complete du phénotype
ostéoblastique. Ainsi, il a été possible d’étudier le comportement biologique du composite

d’hydroxiapatite-bioverre tout en utilisant des cultures de cellules ostéoblastiques obtenues



a partir de moelle osseuse humaine et de moduler pharmacologiquement I’interaction entre
ces cellules et le biomatériel (chapitre IV). Les échantillons du composite ont été incubés
pendant 21 jours dans du milieu de culture, avant d’étre couverts par des cellules de moelle
osseuse, vu que la pré-immersion des matériaux contribue pour ’augmentation de la
performance biologique des matériaux ceramiques. Les cultures effectuées a la surface du
composite en absence de drogues ont présenté le développement complet du phénotype
ostéoblastique. L’évaluation de la modulation pharmacologique de Iinteraction entre le
composite et les cellules ostéoblastiques de moelle osseuse humaine a montré que la
présence des substances utilisées a affecté significativement le comportement de
prolifération/différentiation cellulaire. L’exposition continue des cultures effectuées a la
surface du composite a la Dex (10 nmol.L") et a la PTH (10 nmol.L") a stimulé la
croissance cellulaire et a induit la différentiation ostéoblastique. La présence de I’hormone
de la croissance (50 ng.ml”') pendant des périodes de 24 heures au cours du temps
d’incubation a provoqué une augmentation significative de la prolifération et un diminution
de la différentiation cellulaire. Les cultures effectuées a la surface du composite en
présence de doxicicline (1 ug.ml'l) et de minocicline (1 pg.ml™) ont présenté une
augmentation de la prolifération cellulaire, effet qui n’a pas été accompagnée par une

induction de 1’activité de la phosphatase alcaline.

Les résultats obtenus par ce travail ont démontré que le composite d’hydroxiapatite—
bioverre présente des caractéristiques de surface plus apropriées pour la prolifération et la
différentiation de cellules de moelle osseuse humaine que I’hydroxiapatite, dans toutes les
situations étudiées. Cependant, I’ordre de grandeur de leffet des hormones et des
antibiotiques utilisés a suivit un modéle seinblable dans les cultures effectuées a la surface

des deux matériaux.

Le travail réalizé dans cette dissertation a permit ’obtention d’information relativement au
développement d’un composite d’hydroxiapatite-bioverre avec des caractéristiques de
biocompatibilité et bioactivité apropriées pour que I’on puisse observer des réponses
spécifiques et désirables des cellules ostéoblastiques. Les résultats relatifs a la modulation
pharmacologique du comportement de cultures cellulaires de moelle osseuse humaine
effectuées a la surface du composite suggérent la possibilité d’une reconstruction osseuse

locale et ostéointégration du matériel plus rapides en présence de drogues relevantes.
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Modulaciio farmacologica da interacgdo tecido dsseo/biomateriais. Estudos in vitro.

CONTEXTO E OBJECTIVOS

O uso clinico de biomateriais osteocompativeis e bioactivos tem importantes aplicagdes em
cirurgia maxilofacial e ortopédica. O desenvolvimento de materiais para substituicdo Ossea
tem sido dirigido para a utilizagdo de materiais que permitem que o osso adira e cresca a

sua superficie.

Entre os materiais cerdmicos, a hidroxiapatite, por possuir uma composi¢do quimica
semelhante & do tecido dsseo e apresentar uma boa adesdo a este, tem sido extensivamente
utilizada em aplicagdes biomédicas. Contudo, as limitagdes das suas propriedades
mecénicas, quando comparada por exemplo com os biovidros, reduziram o seu uso a
aplicagdes de baixas cargas. Por isso, é necessario desenvolver compositos que reunam as
excelentes caracteristicas de biocompatibilidade da hidroxiapatite e as propriedades de

elevada resisténcia mecanica dos biovidros.

A apatite natural do osso e a apatite sintética possuem pequenas mas significativas
diferengas atémicas, o que atrasa a resposta Ossea dos implantes de hidroxiapatite. Tais
diferencas parecem dever-se a cristalografia da apatite natural que permite que ocorram
vérias substitui¢des idnicas dentro da estrutura e, assim, a parte inorgénica do osso contém
varios ides residuais como por exemplo CO;*, Mg”", Na' e F. Além disso, a parte
inorganica do 0sso nfo consiste unicamente em apatite, mas contém igualmente residuos de
uma segunda fase de B-tricalcio de fosfato. Esta fase tem uma maior solubilidade que a

hidroxiapatite e é considerada ser totalmente bioreabsorvivel in vivo.

O sucesso da utilizagdo de biomateriais para substituicdo do tecido 6sseo pode ser
comprometido por varios factores locais que dependem das caracteristicas do proprio
material, da manipulagio durante o processo cirurgico e da resposta do hospedeiro ao
material implantado. A formagiio de uma interface apropriada entre o tecido 6sseo € o
material é essencial para que se observe aposicdo Ossea na superficie do material. Assim,
para se optimizar a formagfo tecidular na interface deve ter-se em consideragéo os factores
que, em geral, influenciam o comportamento celular na superficie do material €, também, a
possibilidade de modular farmacologicamente a resposta celular de modo a melhorar e

tornar mais rapida a osteointegragio do material. Os osteoblastos sdo as células



Modulagio farmacolégica da interacgdo tecido ésseo/biomateriais. Estudos in vitro,

responsaveis pelo processo de formagiio 6ssea e desempenham um papel fundamental na
fisiologia do tecido 6sseo. Deste modo, a modulagdio farmacolégica do comportamento das
células osteoblasticas na interface tecido 6sseo/biomaterial pode revestir-se de grande
importancia para se observar a regeneragfo tecidular local e a osteointegragio do material.
Farmacos de interesse evidente incluem hormonas e factores de crescimento que
influenciam os fenémenos de regulagdo da formagiio 0ssea. De salientar, também, que a
presenca de antibidticos no local de cirurgia reconstrutiva pode revestir-se de muito
interesse, pois que o aparecimento de infecgdes locais é relativamente frequente e pode

comprometer todo o sucesso da intervengéo.

O trabalho desenvolvido no 4mbito desta tese tem os seguintes objectivos:

1) Desenvolvimento de um composito de hidroxiapatite refor¢ada com biovidro de modo a
melhorar as propriedades mecanicas da hidroxiapatite ¢ aumentar a semelhanga quimica
entre os materiais ceramicos e o tecido 6sseo.

2) Estudo do comportamento biologico do compésito de hidroxiapatite-biovidro,
utilizando culturas de células osteoblasticas obtidas de medula 6ssea humana.

3) Modulagiio farmacolégica da interacgfo células osteoblasticas humanas/composito de
hidroxiapatite-biovidro.

Pretende-se avaliar o efeito de substincias que influenciam a proliferagdo, diferenciagdo
e actividade funcional das células osteoblasticas, como por exemplo, a dexametasona,
hormona da paratirdide e hormona do crescimento, em culturas celulares de medula
6ssea humana efectuadas na superficie do composito. Sera realizado outro estudo que
visa avaliar o comportamento de culturas celulares osteoblasticas efectuadas na
superficie do compésito na presenga de doxiciclina ou minociclina. A escolha destes
antibioticos teve como justificagdo, além do seu espectro antibacteriano € da sua
farmacocinética que permite a obtengdo de concentragdes eficazes no tecido 6sseo, o
facto de varios estudos mostrarem que estes fArmacos parecem ter um efeito benéfico
nos processos de regulagdo tecidular, portanto, influenciando também as células do

hospedeiro.

Para a concretizagiio dos objectivos 2 e 3 hd necessidade de efectuar um trabalho
experimental extensivo relacionado com a obtengdo de um sistema in vitro apropriado para

estudar o comportamento biologico do composito de hidroxiapatite-biovidro e a
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possibilidade da sua modulagfio farmacoldgica. Estes estudos serdo efectuados na auséncia

de materiais e incluem:

— Obtengfio e caracterizagio de culturas de células osteoblasticas a partir de medula 6ssea
humana com um comportamento bem definido e reprodutivel. Serd assim efectuado um
trabalho no sentido de optimizar as condigBes experimentais a utilizar, de modo a obter
culturas celulares com predominio de células que apresentem uma expressdo completa
do fenétipo osteoblastico e que possam ser utilizadas como modelo in vitro para estudar
o comportamento biologico do compdsito de hidroxiapatite-biovidro. Estes resultados
estdo apresentados no capitulo II.

— Modulagsio farmacolégica do comportamento de culturas celulares de medula Ossea
humana na presenga de (1) dexametasona, hormona da paratirdide e hormona do
crescimento e (2) doxiciclina e minociclina. Os efeitos destes formacos serdo avaliados
relativamente a concentragdio, duragdo da exposi¢do e estado de diferenciaciio das
células osteoblasticas. Estes resultados s3o apresentados no capitulo IIL.

Estes dois estudos providenciarfo informago sobre o comportamento das culturas celulares

na presen¢a de dexametasona, hormona da paratirdide e hormona do crescimento e,

também, de doxiciclina e minociclina de modo a optimizar as condi¢des experimentais para

a obtengfio de diferenciagdo osteoblastica em culturas de células de medula 6ssea humana

efectuadas na superficie do compésito de hidroxiapatite-biovidro (para cumprimento do

objectivo 3, resultados que estdo apresentados no capitulo 1V).

A concretizagio dos objectivos propostos visa contribuir para o desenvolvimento de
materiais com caracteristicas de biocompatibilidade e bioactividade apropriadas para se
observarem respostas especificas e desejaveis das células osteoblasticas. Proporciona ainda
informagfo relevante no que diz respeito a possibilidade de modulagéio farmacolégica dos
fenémenos bioldgicos que ocorrem na interface tecido dsseo/biomaterial, possibilitando

uma mais rapida regenerag¢do Gssea local e osteointegragio do material

A optimizagiio das condigdes experimentais de modo a observar-se a expressdo completa
do fenétipo osteoblastico em culturas celulares de medula 6ssea humana efectuadas na
superficie do compoésito de hidroxiapatite—biovidro permite explorar a possibilidade de
expandir a utilizagdo deste material como suporte de cultura de células de medula ossea
retiradas previamente do hospedeiro e o seu crescimento em condigdes que favorecem a

diferenciacio osteoblastica. A implantagdo de um sistema deste tipo pode representar um
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procedimento logico para o desencadear da cascata de fenémenos responsaveis pela
regeneragio Ossea. Este aspecto é particularmente importante quando se observa um
afastamento entre o tecido dsseo e o material, situagdo que dificulta a migragio das células

sseas para o implante, por nfio se verificar a existéncia de uma interface.
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CAPITULO1

INTRODUCAO GERAL
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1 - A BIOCOMPATIBILIDADE E OS BIOMATERIAIS

A utilizagsio de materiais como implantes cirtrgicos para substitui¢do de tecidos remonta a
tempos longinquos na histéria humana. Através dos tempos, varias tentativas foram
realizadas no sentido de restaurar partes do corpo humano com a utilizagdo de materiais.
Todavia, a investigagio € o desenvolvimento de novos materiais com melhores
propriedades para aplicagdes biomédicas s6 se verificaram a partir da segunda metade do
século XX.

Durante algum tempo, entendia-se que um material biocompativel deveria ser o mais inerte
possivel, de modo a evitar quaisquer efeitos nocivos nos tecidos hospedeiros. O organismo
deveria ser tolerante ao material e, consequentemente, ignorar o implante'. Contudo, o
desempenho a longo prazo dos materiais requer um contacto directo e intimo entre o
biomaterial e 0 ambiente biolégico circundante. Assim, a interac¢fo do tecido vivo com o
biomaterial deve ser feita de modo a observar-se a osteointegragdo do implante utilizado, de
forma a garantir a sua biofuncionalidade e sobrevivéncia a longo prazo™>*®, Neste
contexto, o termo biocompatibilidade foi redefinido como sendo:
“a capacidade que um material tem de originar uma resposta adequada no

hospedeiro, tendo em conta uma aplicagdo especifica™®"®.

Esta defini¢do implica uma interacgdo bilateral, visto que a biocompatibilidade refere-se:

e a um conjunto de processos que envolvem mecanismos de interacgdo diferentes, mas
interdependentes entre o material € 0 tecido’;

e a capacidade que o material tem de desempenhar uma fungdio que depende quer das
suas propriedades fisicas e mecénicas, quer da sua interac¢do com os tecidos’;

e i resposta, dada pelo hospedeiro, que deve ser adequada a fungdo para a qual o implante
é destinado’;

e auma aplicagfo especifica. Nenhum material é inequivocamente biocompativel: alguns
materiais podem ser biocompativeis sob uma ou mais condi¢des definidas, mas nio
podem ser considerados biocompativeis sob todas as condigdes. A biocompatibilidade

ndo é uma caracteristica intrinseca do material’.
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Um biomaterial foi inicialmente definido como sendo “um material nfio vivo, utilizado
como dispositivo médico, projectado para interactuar com sistemas biolégicos™. Como esta
definicdio se restringia a materiais ndo vivos, foi considerada insuficiente ¢ em 1991, na
Conferéncia sobre Consenso nas Definigdes em Biomateriais, o termo biomaterial foi
redefinido como sendo “um material destinado a contactar com sistemas biolégicos para

avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgéo ou fungdo do organismo™’.

Um biomaterial deve interactuar com os tecidos nos quais ¢ implantado, mantendo a sua

estrutura e propriedades, sem provocar alteragdes no meio fisiolégico envolvente.

Tabela I - Aplicagdes médicas de biomateriais’.

Aplicacdes Nimero/ano
Oftalmologica
Lentes intra-oculares : 1400000
Lentes de contacto 250000000
Implantes de retina 50000
Cardiovascular
Enxertos vasculares o 350000
Valvulas cardiacas 75000
“Pacemakers” 130000
Sacos para sangue 30000000
“Shunts” arteriovenosos 150000
Reconstrutiva
Préteses para o peito 100000
nariz, queixo 10000
Préteses dentérias 20000
Préteses do pénis 40000
Ortopédica
Ancas 90000
Joelhos 65000
Ombros, articula¢des dos dedos 50000
Outros engenhos
“Shunts” ventriculares 21500
Catéteres 200000000
Oxigenatérios 500000
Dialisadores renais 16000000
Drenos 3000000
Suturas 20000000
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Hoje em dia, os biomateriais sfio estudados exaustivamente, quer pelas suas caracteristicas,
quer pelo desempenho bioldgico que podem apresentar. A crescente utilizagio dos
biomateriais tem sido notavel. Tem-se assistido a uma explosdo no nimero e variedade de
implantes cirargicos utilizados no tratamento de numerosos problemas médicos'®. A tabela
I fornece-nos uma estimativa do nimero de engenhos biomédicos utilizados, actualmente

nos Estados Unidos da América, nas diversas areas clinicas.

O aumento no nimero de implantes foi acompanhado por uma maior esperanga de vida dos
doentes que recebem um implante. Devido ao aumento do mimero de traumatismos, cada
vez mais sdo implantadas proteses articulares em pessoas mais jovens. Como consequéncia,
é necessario prolongar o tempo de vida destas proteses, que hoje em dia se situa entre os 10

e 0s 12 anos.

Os materiais sintéticos correntemente utlizados como biomateriais podem ser classificados
em varias categorias:

0 metais e ligas metélicas;

o polimeros;

o ceramicos e vidros;

O compositos.
A tabela II exemplifica as principais aplicagdes clinicas dos vérios tipos de materiais.

Existem alguns critérios minimos a que os materiais devem obedecer, quando sdo postos

em contacto com os sistemas vivos'!. Assim, o material deve ser:

e nio-tdxico e ndo-cancerigeno,

e Dbiocompativel;

e biofuncional, isto &, capaz de substituir a fungfio afectada, que obrigou a sua presenga
no organismo;

o possuir forga mecinica e densidade adequadas ao seu uso;

e esterilizavel (resistente as radiagdes gama, ao 6xido de etileno ou & autoclavagem);

e estavel durante o processo de implantagao;

e possuir uma textura de superficie conveniente para que a adesdo celular possa ocorrer;

e nio deve degradar in vivo, a menos que 0 processo seja intencional;
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e permeavel 4 difusdo: necessdrio em aparelhos que funcionam como membranas
extracorporais, oxigenadores sanguineos, sistemas de libertagdo de farmacos e orgéos
artificiais hibridos;

e tromborresistentes: os materiais que entram em contacto com o sangue ndo devem
originar a formagdio de codgulos, nem a desnaturagio das proteinas sanguineas;

e barato, reprodutivel e facilmente fabricavel e processado em larga escala.

Tabela IT — Exemplos de aplicages clinicas dos varios tipos de biomateriais’.

Categoria Principais aplicagdes

Metais Substituigdo 6ssea e de articulagdes
Instrumentagio espinal
Fixagdo de fracturas

Reconstituigio e implantes dentérios
Encapsulacgo de “pacemaker”
Valvulas cardiacas

Agentes antibacterianos

Ceramicos e Substitui¢o de articulacdes

Vidros Reconstitui¢des e implantes dentarios
Substituigdo, aumento e reconstituigio 6ssea
Engenhos percutineos

Revestimentos de superficie nos metais
Revestimentos para engenhos hemocompativeis

Polimeros Substitui¢do de articulagdes

Suturas

Substituigio e aumento dos tecidos moles
Préteses vasculares

Sistemas de liberta¢@o de farmacos
Engenhos hemocompativeis
Reconstituigdo dentaria

Lentes intra-oculares

Oftalmologia

Comp0sitos Reconstitui¢io dentéria
Reconstituigdo Ossea
Substituigio dssea e de articulagbes
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2 - TECIDO OSSEO

O osso é um tecido mineralizado caracteristico dos animais vertebrados. Trata-se de uma
forma especializada de tecido conjuntivo no qual a matriz extracelular estd calcificada,
conferindo assim a propriedade de acentuada rigidez e forga, mas mantendo algum grau de
elasticidade'>". Sendo um tecido especializado no suporte de forgas e tensdes que lhe sdo
transmitidas pelos misculos esqueléticos, o osso € um dos tecidos mais resistente e rigido
do corpo humano'*. Este tecido desempenha trés fungdes importanteslz’13 4,

1) mecdnica: constituinte principal do esqueleto e proporciona apoio aos musculos para a

locomogdo;
2) protectora: protege Orgdos vitais e a medula 0ssea;

3) metabdlica: constitui um reservatério de calcio, fosfato e outros ides inorganicos €

participa activamente na manuteng@o da homeostasia do cdlcio no organismo.

Morfologicamente, existem duas formas de osso: osso cortical (compacto) € 0sso trabecular
(esponjoso). No primeiro, as fibras de colagénio estdo densamente compactadas, formando
lamelas concéntricas; as fibras de lamelas adjacentes dispdem-se em plano perpendicular. O
0sso trabecular possui uma matriz de colagénio pouco organizada e porosa, delimitando
cavidades intercomunicantes que s3o ocupadas pela medula ossea. As diferengas existentes
entre os dois tipos de 0sso sdo simultaneamente estruturais e funcionais e sdo as diferencas
nos arranjos estruturais que influenciam as fungdes de cada um: o 0sso cortical proporciona
as fungBes mecdnica e protectora, enquanto que O 0SSO trabecular é responsavel pelas

fun¢des metabdlicas.

O tecido 6sseo & constituido por células 6sseas e por uma matriz extracelular que possui a

caracteristica tinica de mineralizar.
2.1 - CELULAS OSSEAS

O osso é composto por quatro tipos de células: osteoblastos, osteoclastos e células de
revestimento que estdo presentes nas superficies 6sseas e osteocitos que se encontram no

interior da matriz.

10



Modulagiio farmacolégica da interacgdo tecido 6sseo/biomateriais. Estudos in vitro.

Osteoblastos: sio descritos como sendo as células plenamente diferenciadas responséaveis
pela formagdo Ossea, durante o desenvolvimento embriondrio, o crescimento, a
remodelagio e¢ a reparagio de fracturas e outros defeitos osseos”>. Sdo células
mononucleadas que se dispdem sempre nas superficies Osseas, lado a lado. Quando em
intensa actividade sintética, sfo cubdides, com citoplasma muito basofilo, nicleo palido e
reticulo endoplasmaético rugoso e aparelho de Golgi desenvolvidos; porém, num estado
pouco activo, tornam-se achatados e a basofilia citoplasmética diminui'®"’. Possuem
prolongamentos citoplasmaticos que se prendem aos dos osteoblastos vizinhos. S&o células
polarizadas, cuja secregdo é eliminada pela extremidade que esta em contacto com 0 0SsO.
Os osteoblastos sio caracterizados por uma membrana plasmatica rica em fosfatase alcalina
(FA) e receptores para uma variedade de hormonas, como por exemplo, a hormona da
paratirdide, estrogénios e para a vitamina D;. Também apresentam receptores para
estrogénios e para a vitamina D3 no seu micleo. Além destas hormonas, também respondem
4 hormona do crescimento e  tiroxina e a numerosos factores de crescimento (por exemplo,
TGF-B ¢ IGF-I) que sdo produzidos por células pertencentes a linhagem osteoblastica'® e
outras células presentes no microambiente Jdsseo. Ndo possuem capacidade de se
dividirem'’, mas sdo responsiveis pela sintese e secre¢do dos componentes da matriz
orginica extracelular, conhecida como osteéide (matriz 6ssea ainda ndo calcificada), que
inclui o colagénio tipo I, proteoglicanos, glicoproteinas (fosfatase alcalina, osteonectina,
osteopontina, osteocalcina...), bem como os factores de crescimento que sdo armazenados
dentro da matriz 6ssea (IGF, TGF-B)!*"°. Os osteoblastos regulam a mineralizagdo da

matriz 6ssea.

Os osteoblastos tém origem em células pluripotentes (células mesenquimais
indiferenciadas) presentes no sistema fibroblastico do estroma da medula dssea e noutros
tecidos conjuntivos, que sdo capazes de originar vérias linhas celulares incluindo a linha
osteogénicals’”’ls. Estes precursores ou osteoprogenitores, sob o estimulo correcto,
proliferam e diferenciam-se em pré-osteoblastos, osteoblastos maduros e finalmente, em
ostedeitos. A linha celular osteogénica (Fig. 1) compreende as células osteoblasticas e

condroblasticas'®.

11
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célula pluripotente => outras células progenitoras

U
célula osteoprogenitora
U
o 2]
pré-condroblasto pré-osteoblasto
$ N b alguns dias
condroblasto osteoblasto
I ) t 12 semanas
condrécito ostedcito
{
condrdcito hipertréfico

Figura 1 — Linhagem das células osteogénicas'®
@ linha de diferenciagdo condroblastica.
® linha de diferenciagiio osteoblastica.

Os pré-osteoblastos estdo normalmente presentes proximo do local onde os osteoblastos
maduros estio a sintetizar osso. S#o muito proliferativos e sintetizam factores de
crescimento e componentes da matriz. Morfologicamente, assemelham-se aos osteoblastos

maduros e possuem em comum alguns marcadores como a fosfatase alcalina'>’.

Os osteoblastos expressam todas as fungdes diferenciadas, necessdrias para sintetizar 0sso.
A passagem de pré-osteoblasto para osteoblasto ¢ um processo gradual de diferenciagio"?
que se torna completo quando a forma madura da célula atinge a superficie do osso. Aqui,
os osteoblastos sintetizam e secretam uma matriz colagenosa que posteriormente
mineraliza. A medida que a matriz é mineralizada, os osteoblastos ficam aprisionados,
passando a denominar-se ostedcitos'”. Este processo ocorre para cerca de 10-20% dos

osteoblastos'’.
Os osteoblastos sio considerados células reguladoras autocrinicas, visto sintetizarem e

depositarem factores de crescimento na matriz 6ssea, que, apds serem libertados pelos

processos de reabsorgo, estimulam novamente a actividade osteobléstica'’.

12
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Osteécitos: sio considerados as células osteoblasticas mais maduras ou terminalmente
diferenciadas'’. Os ostedcitos estdo completamente envolvidos por matriz extracelular,
formando um espago denominado lacuna. As lacunas estdo interligadas atraves de uma
série de canais finos, os canaliculos, que sd3o ocupados pelos prolongamentos
citoplasmaticos dos ostedcitos, permitindo o contacto entre células adjacentes. Estes
canaliculos sdo extremamente importantes na manutengdo da vitalidade destas células, pois
é através deles que se processam as trocas metabdlicas entre as células e os fluidos
organicos. Os ostedcitos ndo se dividem e acabam por ser fagocitados e digeridos,

. , ~ (e 12-151
juntamente com os outros componentes 0sseos, durante a reabsorgdo osteoclastica'?1>!".

Células de revestimento: os osteoblastos maduros que cessaram a sua actividade sintética
e que ndo se diferenciam em ostedcitos sdo denominados células de revestimento. Sdo
células achatadas e alongadas que, por terem uma actividade reduzida, possuem poucos
organelos citoplasmaticos. Estas células parecem funcionar como uma barreira selectiva
entre o 0sso e outros compartimentos do fluido extracelular, contribuem para a homeostasia
mineral, regulando os fluxos de célcio e fosfato no fluido extracelular 6sseo e controlam o
crescimento dos cristais 6sseos, mantendo um microambiente i6nico adequado™!”. Sdo
capazes de responder a estimulos mecénicos e hormonais e sintetizam alguns factores de

crescimento.

Osteoclastos: sio as células responsaveis pelo processo de reabsorgdo dssea, associado a
remodelagio continua do osso. Os osteoclastos diferenciam-se em contacto com 0 0sso, a
partir de células precursoras hematopoiéticas mononucleares (sistema macréfago—
monbcito), que apds atravessarem a parede dos capilares do osso, se fundem'>'*1>18, Os
osteoblastos intervém na formagdio e activagio dos osteoclastos, visto actuarem como
mediadores dos sinais locais e sistémicos necessarios a estes fenémenos'>'. Os
osteoclastos sfio células méveis, gigantes, multinucleadas, extensamente ramificadas e
altamente polarizadas, que se encontram na superficie do 0sso a ser reabsorvido dentro de
lacunas (lacunas de Howship) que resultam da actividade reabsorptiva dos préprios
osteoclastos. A membrana celular, nas zonas de contacto com o tecido Osseo, possui
interdigitagdes citoplasmasticas, assumindo a forma de multiplas pregas estriadas
denominadas bordo rugoso. Esta zona da membrana contém, entre outros, enzimas

proteoliticas caracteristicas da membrana dos lisossomas € um tipo especifico de ATPas

envolvido na acidificagdo da lacuna'?, e por isso, corresponde & parte activa da célula,
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permitindo-lhe as trocas necessérias para assegurar o processo de reabsor¢do. Estas células
caracterizam-se pela capacidade de acidificagdo do meio extracelular, com consequente
dissolugdio dos cristais de fosfato de calcio. Apresentam, ainda, actividade de ATPae € de
fosfatase acida resistente ao acido tartarico. A membrana apresenta, igualmente, receptores
para a calcitonina e estrogénios, mas n3o para a hormona da paratirdide, nem para a
vitamina D. Para além da reabsor¢iio Ossea, os osteoclastos também participam na
manutengo a longo prazo da homeostasia do calcio sanguineo, através da sua resposta a

hormona da paratirbide e a calcitonina'?

e desempenham um papel importante no
desenvolvimento e crescimento ésseo, através da libertagdo de factores de crescimento a

partir da matriz extracelular mineralizada'®.

2.2 -MATRIZ EXTRACELULAR

O tecido 6sseo ¢ constituido por uma matriz organica firme e fortalecida por depdsitos de
sais de calcio. Esta matriz é constituida por fibras de colagénio preferencialmente
orientadas, numa percentagem de 90 a 95 %, sendo o restante formado por fluido
extracelular e proteoglicanos (especialmente, sulfato de condroitina e acido hialurdnico),
constituindo a substancia intersticial'>".

O colagénio do osso representa cerca de metade do colagénio total do organismo €
encontra-se quase exclusivamente na forma de colagénio tipo 1. A orientag&o preferencial

das fibras difere conforme o estado de maturagéo do tecido osseo'>M,

e No tecido 6sseo primério ou imaturo, as fibras de colagénio apresentam uma orientagdo
pouco organizada, que se deve 4 formagdo muito rapida do osso, como acontece durante
a histogénese, no processo de reparagdo de fracturas, tumores e algumas doengas
metabolicas do osso. Este tipo de osso, semelhante ao tecido d6sseo embrionario
(“woven bone”) possui menor quantidade de minerais e maior percentagem de

ostedcitos do que o tecido 0sseo secundario.

e O tecido 6sseo secunddrio existe em locais onde sio exercidas forcas de tensdo.
Substitui 0 osso primario durante o processo de crescimento ou de regulacdo Ossea.
Possui fibras de colagénio organizadas em lamelas, que, ou ficam paralelas umas as

outras (como no osso trabecular e periosteo), ou dispéem-se em camadas concéntricas
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em torno de vasos sanguineos, formando os sistemas de Havers. Em cada lamela, as

fibras sdo paralelas umas as outras.

O material orgénico niio-colagénico restante inclui a osteocalcina, envolvida na ligagdo do
célcio durante o processo de mineralizagio, osteonectina que pode ter alguma funcdo de
unifio entre o colagénio ¢ o componente mineral, osteopontina, sialoproteinas,
glicoproteinas, fosfoproteinas, enzimas (fosfatase alcalina, colagenase) e factores de

crescimento'”.

Os sais inorganicos depositados na matriz sdo principalmente compostos de célcio e fosfato
na forma de cristais de hidroxiapatite. Também estdo presentes na matriz, compostos
amorfos de fosfato de calcio, principalmente hidrogenofosfato de clcio ou compostos
similares que estdo frouxamente ligados & matriz e em equilibrio reversivel com os i6es
célcio e fosfato do fluido extracelular. A deposigdo e solubilizagdo destes compostos ¢ facil
e rapida. Estes sais sdo responsaveis pela fungéo de tampéo do tecido 6sseo na manuten¢do
da concentragdo plasmatica de calcio?®. Os cristais de hidroxiapatite sfio relativamente
pequenos e distribuem-se ao longo das fibrilas de colagénio. Esta associagdo é responsavel

14,21

pela dureza e resisténcia caracteristicas do tecido dsseo™ . Estes cristais sdo conjugados

com uma pequena propor¢do de bicarbonato, ides magnésio, sodio e potassio, mas também
possuem afinidade para metais pesados e poluentes ambientais radioactivos'>"*,

A matriz de colagénio tem de sofrer um processo de maturagdo antes de poder suportar a
indugio e crescimento mineral. Os osteoblastos tém um papel muito importante na

maturagéo da matriz?.

Mineralizacio da matriz extracelular

Hé alguns anos atras, a mineralizagfo era vista como um fendmeno fisico-quimico, isto €,
controlado por factores quimicos existentes na matriz (como o colagénio) que serviriam de
suporte, sobre o qual seriam formados os primeiros cristais. Estes cristais iniciais poderiam,
entfio, servir de niicleos para uma subsequente propagagdo mineral. Contudo, recentemente
tem sido atribuida as células uma grande importéncia no processo de iniciagéo da deposigdo
mineral (através da formagdio das vesiculas da matriz), enquanto que a propagagdo mineral

mantém-se principalmente extracelular e fisico-quimica. Mesmo assim, é reconhecida a
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regulagio da propagagdo mineral feita pelas células, ao criarem a matriz € um meio iénico

no qual a mineralizagdo pode ou ndo progredir23 .

As vesiculas da matriz (0,1-0,2 pm) sio pequenas por¢des de membrana extracelular, que

sdo exocitadas da membrana plasmatica de osteoblastos e, também, de condroblastos e

odontoblastos. Contém uma grande variedade de enzimas, proteinas e lipidos que podem

interactuar para iniciar a mineralizagio®. Apenas as superficies dos osteoblastos que estdo

orientadas para o ostedide podem libertar vesiculas para a matriz extracelular (natureza

polar do processo de vesiculagiio) e este processo ndo requer morte celular ou

desintegragdo. Sdo vérias as razdes pelas quais estas vesiculas constituem o local inicial da

calcificagdo:

a) presenca de uma elevada concentragio de fosfolipidos acidos com afinidade para o
calcio;

b) presenga de fosfatases na membrana vesicular (FA, ATP, pirofosfatase...) com
capacidade de hidrolisar uma variedade de ésteres de fosfato;

¢) presenga de compostos organicos (ATP, ADP, AMP, pirofosfato...), originando
ortofosfato (PO4) que é usado posteriormente na formagdo de CaPOa;

d) presenca de um microambiente interno que protege o primeiro micleo mineral, antes da

sua conversdo em hidroxiapatite.

A mineralizagdo, que ocorre no interior das vesiculas, € um mecanismo que envolve duas

fases distintas™:

1) durante a primeira fase, a concentrago intravesicular de calcio ¢ aumentada devido a
sua afinidade com os fosfolipidos e proteinas existentes na membrana interna. As
fosfatases actuam sobre os ésteres de fosfato, produzindo um aumento local de PO>
nas proximidades da membrana das vesiculas. Assim, a actividade das fosfatases ocorre
antes do inicio da mineralizagio, aumenta & medida que as vesiculas se aproximam do
local de mineralizagio e pouco depois do inicio desta, sofre uma redugéo. O produto
i6nico [Ca®*] x [PO4*] é aumentado, resultando na deposicdo inicial de CaPO4 perto da
membrana (1° nicleo mineral); a adi¢do de ides hidroxido e bicarbonato a esta fase

mineral, origina os primeiros cristais de hidroxiapatite.

2) Devido 4 acumulagdo e ao crescimento, os cristais de apatite intravesiculares perfuram a

camada lipidica da vesicula e sfio expostos ao fluido extravesicular, que nos animais
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normais ¢ supersaturado em apatite, permitindo a proliferagdo axial e lateral dos
cristais. O trabalho das vesiculas d4-se por terminado depois da deposi¢do de alguns
destes cristais entre as fibras de colagénio da matriz. Estes cristais podem, entdo, servir
de suporte para uma nova proliferacio e eventualmente fundem-se para formar uma
fase mineral continua. A taxa de calcificagiio que ocorre nesta segunda fase e a taxa de
nucleacdo da hidroxiapatite sio controladas por factores extracelulares (ides Ca™ e
PO,*, colagénio, proteoglicanos...). Quando a matriz se torna totalmente mineralizada,

as vesiculas residuais s3o destruidas pelo aumento dos cristais.

As células de linhagem osteoblastica influenciam directamente o processo de mineralizagéo
pois sdo responsaveis pela sintese selectiva de moléculas da matriz e regulagdo do meio
iénico, influenciam, igualmente, o local e a taxa de mineralizacdo através da sintese e
colocagdo estratégica das vesiculas®®. Os osteoblastos também regulam este processo
indirectamente, através da sua resposta a hormonas (por exemplo, hormona da paratir6ide,
hormona do crescimento e 1,25 diidroxivitamina Ds), factores de crescimento (como o

TGF-pB e FGF), e proteinas morfogenéticas do 0sso (BMP)*.

Figura 2 — Microambiente 6sseo. 1 — pré-osteoblastos; 2 — osteoblasto; 3 — células de revestimento; 4 —

osteoclasto; 5 — ostedide; 6 — ostedeitos; 7 —matriz extracelular mineralizada; (adaptado da ref.?).
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2.3 - REMODELACAO OSSEA

A remodelagdo 6ssea é um conjunto de eventos que permitem a substituicio do osso antigo
por tecido 6sseo novo, assegurando também a substitui¢do do osso primario por 0sso
secundario. Trata-se de um mecanismo complexo que requer uma actividade celular
interactiva, regulada por uma variedade de factores bioquimicos e mecanicos. A continua
remodelacdo Gssea tem por principal objectivo permitir ao osso responder e adaptar-se as
tensdes mecénicas, mas também permite a reparagio de microdanos e por isso assegura a
manutengdo e melhoria das propriedades mecéanicas do osso e, finalmente, participa na
regulagio da homeostasia idnica através da troca de calcio e outros ides. As alteragdes
verificadas a nivel da remodelagio sio responsiveis pela maior parte das doencas

metabolicas do 0sso.

Neste processo, os efeitos catabdlicos dos osteoclastos (reabsorgdo Ossea) estdo em
equilibrio com os efeitos anabdlicos dos osteoblastos (formagdo dssea). Trata-se de um
processo local que se observa em pequenas éreas designadas por unidades de remodelagdo
éssea. Cada unidade é constituida por diferentes tipos de células e ndo ¢ uma estrutura
permanente; é formada em resposta a um sinal ou a um estimulo, desempenha a sua fungéo
e dispersa-se, deixando algumas células quiescentes na superficie do osso recém-formado.

O esqueleto contém milhdes destas unidades em estados diferentes do seu ciclo funcional.

A remodelagdo éssea pode ser dividida em quatro fases, com base nas actividades celulares
observadas: activagdo, reabsor¢do, reversa € formago?®.

No inicio de cada ciclo de remodelagfio 6ssea observa-se a activagéo de células em repouso,
nomeadamente migragdo de precursores mononucleares dos osteoclastos para o local de
reabsorgdo e a sua posterior diferenciagdo. As células de revestimento também sdo
activadas de modo a expor a superficie 6ssea, permitindo assim a adesdo dos osteoclastos a
matriz. Esta adesdo é feita via integrinas e outros receptores da adesdo celular. As
hormonas sistémicas, os factores de crescimento e as interleucinas desempenham um papel
importante no recrutamento de novos osteoclastos; cada osteoclasto multinucleado fica
activo durante cerca de 12 dias para de seguida sofrer apoptose. A activa¢do € um processo
continuo que ocorre na extremidade de cada unidade de remodelagdo. A medida que a

unidade progride ao longo da superficie 6ssea, novas células sdo continuamente recrutadas.
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A fase de reabsorcdo inicia-se com a unifio firme dos osteoclastos ao 0sso, isolando uma
pequena area na sua superficie, a lacuna de reabsor¢do. A solubilizagio da matriz
mineralizada faz-se por acidificagfio, obtida de dois modos: (1) fusdo de vacuolos acidicos
intracelulares com a membrana celular e libertagio do seu contetido, (2) existéncia de uma
bomba de protdes (H'-ATP,.) na membrana osteoclastica. A matriz orgénica ¢ depois
degradada por vérias enzimas e os produtos de degradagdo sdo interiorizados pelas células e
libertados por transcitose na membrana basolateral.

No final da reabsor¢do, observa-se o aparecimento de uma populagdo heterogénea de
células mononucleares na lacuna de reabsorgdo, que preparam o local para a fase de
formagio Ossea. Esta fase, designada por fase reversa, constitui, possivelmente, um
elemento importante de ligagdio entre os dois processos26. As células, nesta fase, secretam
uma substincia tipo cimento e parecem desempenhar um papel directo na activagdo e

regulagdo das células osteoblasticas®’.

A fase de formagdo 6ssea inicia-se com a activag@io de precursores de osteoblastos € a sua
diferenciagio em osteoblastos activos. Estes segregam uma matriz orgénica de colagénio
(ostedide) que mais tarde ¢ mineralizada. A medida que a matriz mineralizada se acumula e
envolve o osteoblasto, esta célula perde a sua actividade sintética e torna-se um ostedcito
interior?®. Porém, nem todos os osteoblastos se diferenciam em ostedcitos; alguns, quando a
produgio diminui, tornam-se mais achatados e transformam-se em células de revestimento.
A unidade de remodelagio vai progredindo e novos osteoblastos sdo adicionados, mas

unicamente na extremidade do local de formagao 6ssea.

Normalmente, excepto nos 0ssos em crescimento, a taxa de deposigdo e a de reabsor¢ao
ssea sdo iguais, de modo que a massa Ossea total permanece constante. A reabsor¢do € a
formagdo Ossea sio mecanismos interligados. Os osteoclastos podem ser activados por
factores locais sintetizados pelos osteoblastos € a lacuna de reabsor¢do criada pelos
osteoclastos torna-se o local da actividade osteobldastica, preenchendo a recém-formada
cavidade com osso novo?. Durante a reabsor¢io, também se verifica a libertagdo de
factores de crescimento (IGF, TGF-B) a partir da matriz, que vdo actuar sobre os
osteoblastos?’”. O preenchimento total da lacuna de reabsorcio € indispensavel para manter
um nivel constante de massa éssea. A formagdo 6ssea pode ser avaliada, medindo a

actividade da fosfatase alcalina, a produgdio de osteocalcina e de colagénio tipo I. Os
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marcadores da reabsor¢do 6ssea incluem a fosfatase 4cida resistente ao 4cido tartarico e os
produtos de degradacio do colagénio tipo I: hidroxiprolina, glicosideos de hidroxilisina,

piridinolina e deoxi-piridinolina e peptideos associados’"?’.

2.4 — MECANISMOS DE REGULACAO OSSEA

O metabolismo ésseo depende da disponibilidade de varios minerais (célcio e fosfato) e
homeostase i6nica, de uma série de hormonas calciotrépicas e de numerosos factores locais.
A hormona da paratiréide, a 1,25-dihidroxivitamina D3, a hormona do crescimento, as
hormonas da tiréide, alguns estrogénios e glucocorticéides sdio as principais hormonas
responsaveis pela regulagio da fisiologia 6ssea. Os factores de crescimento e citocinas que
existem no microambiente dsseo e que sdo produzidos pelas células 6sseas e outras células
presentes (células hematopoiéticas) também influenciam a remodelagdo Ossea. Existe,
portanto, uma regulagdo combinada entre as hormonas e os factores locais: as hormonas
atingem o microambiente ésseo através da circulagdo sistémica e modulam a sintese de
factores de crescimento pelas células locais. Estes factores tém uma acgdo directa no
comportamento das células de linhagem osteobldstica e/ou osteoclastica, actuando de modo
autocrinico e/ou paracrinico. Enquanto alguns destes factores sdio potentes mitogénicos
(IGF, PDGF..), outros (retindides, TGF-, BMP’s) influenciam principalmente a
diferenciagdo dos precursores osteoblasticos'’. Alguns destes produtos sdo incorporados na
matriz durante a formagiio 6ssea e libertados mais tarde, quando da reabsor¢do Ossea,

podendo influenciar o recrutamento e proliferagdo osteoblastica®®?S.

Com excepgdo da calcitonina, todas as hormonas, citocinas e factores de crescimento que
actuam no 0sso, mostraram possuir receptores nos osteoblastos, ou induzem respostas por

parte destas células, ou ambos'>!".

2.5 - PERDA OSSEA E FRACTURAS

Uma vez completo o crescimento do esqueleto, os ossos podem ainda alterar a sua estrutura
interna através da remodelagdo. Como este processo é responsavel pela adaptagdo do tecido

6sseo0 as tensdes mecénicas, pela reparagio de microdanos e pela manutengdo do
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metabolismo mineral, as alteragdes que podem ocorrer a nivel da remodelagdo sdo

responsaveis pela maior parte das doengas metabolicas do 0sso.

As melhorias verificadas durante o século XX a nivel dos cuidados médico-sanitérios e da
prevengio e tratamento de doengas aumentaram substancialmente a esperanca de vida. Este
facto resulta num numero elevado de pessoas mais velhas as quais esté associado um maior
risco de fracturas, uma vez que no adulto se observa uma perda ssea progressiva até a
velhice. A densidade do osso estabiliza apds se atingir o pico maximo de massa dssea €
comega a declinar entre a quarta e quinta década de vida. A perda progressiva de massa
ssea, associada ao envelhecimento, resulta numa diminuigdo da forga mecénica do osso e

aumenta o risco de osteoporose e de fractura.

O receio de assistir a uma redugfio significativa da qualidade de vida das pessoas que
sofrem fracturas e a procura de solugdes que permitissem uma recuperagdo estética ¢
funcional mais extensa dos defeitos 6sseos levaram ao desenvolvimento da ciéncia dos
biomateriais para substituigiio 6ssea e implantologia. O uso clinico destes biomateriais tem
importantes aplicagbes em cirurgia maxilofacial e ortopédica, nomeadamente, na
regeneragdo de defeitos 6sseos (de desenvolvimento, cirirgicos, traumaticos ou resultantes

de processos patologicos).
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3 — 0S CERAMICOS EM IMPLANTOLOGIA

Desde tempos remotos que o Homem tenta restaurar ou substituir varios componentes do
sistema 6sseo. A medicina moderna tem vindo a usar uma larga gama de materiais para
fazer face as imperfeigdes do organismo humano. Contudo, poucos destes materiais
provaram poderem ser utilizados como substitutos 6sseos, em particular quando sujeitos a
cargas elevadas. A selecgio de um biomaterial para utilizagdo clinica baseia-se,
principalmente, nas propriedades mecénicas e biologicas. Os progressos observados nos
Giltimos trinta anos, na ciéncia dos cerdmicos, resultaram no desenvolvimento de numerosos
materiais com propriedades quimicas, fisicas € mecanicas, que os tornam adequados para
implantagio a longo prazo num organismo vivo, melhorando a qualidade de vida das

. . 0,31
pessoas, € nalguns casos, proporcionando mesmo um aumento da sua longev1dade3 =

Os cerdmicos sio materiais complexos, quer em composi¢do, quer em estrutura, consistindo

na ligagsio ibnica e covalente de um metal a um ndo-metal, podendo originar um material

com varias fases ou estruturas e consequentemente diferentes propriedades. As fases

individuais podem ser amorfa (vitrea), mono ou policristalina”. Os ceramicos,

contrariamente aos metais, possuem os 4tomos num elevado grau de compactagdo e as

ligagBes ionicas e covalentes apresentam um elevado grau de orientagdo. Assim, algumas

das suas propriedades s3o bem distintas das dos metais®*, em particular:

— elevada temperatura de fusio ou temperatura de decomposi¢do, sendo por este facto
estaveis a altas temperaturas;

— baixa reactividade quimica;

— elevada dureza;

— elevada resisténcia & compressio;

— baixas condutividades eléctrica e térmica;

— baixa densidade;

— auséncia de plasticidade, fracturando facilmente;

— elevada resisténcia ao desgaste;

— elevada resisténcia a ataques écidos;

— baixa resisténcia ao impacto;

— baixa resisténcia a trac¢do;

— elevada biocompatibilidade.
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Devido ao seu tipo de organizagdo e ligagdo atomicas, os dtomos dos materiais cerimicos
possuem baixa mobilidade estrutural. Este facto suprime qualquer plasticidade nestes
materiais a baixas temperaturas. Apesar desta desvantagem limitar a sua aplicagdo, uma vez
melhorados alguns aspectos tecnolégicos e as propriedades originais dos materiais, 0S

ceramicos podem ser usados:

= para zonas sujeitas a esfor¢os compressivos;
= como revestimentos;

= como compdsitos.

As aplicagdes clinicas dos biocerdmicos vdo desde implantes para o ouvido médio,
componentes para substituicdo e aumento do tecido Osseo, componentes de valvulas

, .ye ~ . ~ ~ £.2 3
cardiacas, componentes utilizados na restauragdo de articulagdes e correcgoes dentérias*>?’.

Uma exigéncia essencial feita a qualquer implante é que ndo fracture quando em servigo.
Este requisito ¢ de particular importancia na aplicacdo de cerdm icos, uma vez que estes
. . , . ~ e , 34 .
materiais, sendo frageis, possuem uma propenso intrinseca para a fractura™. A capacidade
de prever a resisténcia de um material biocerdmico depende do rigor com que a
microestrutura & caracterizada. Caracteristicas como a densidade, porosidade,
cristalinidade, tamanho do gréio, fronteiras de grdo, tamanho, forma e distribuicdo dos
poros, nivel de impurezas ¢ pH do meio circundante tém um efeito significativo na

resisténcia dos cerAmicos, bem como na sua velocidade de dissolug:ﬁo35 36

A microestrutura final de um cerdmico é controlada usualmente pela evolugdo da fase de
sinterizagdo. A estrutura final também ¢ influenciada pelas condigdes de sinterizag3o, bem
como pela composigio quimica inicial. Todas as propriedades mecanicas estdo relacionadas
com a microestrutura: a resisténcia diminui com o aumento do tamanho do grdo e da

porosidade média®’, por exemplo.

A boa compatibilidade demonstrada pelos cerdmicos deve-se, essencialmente, ao facto de
possuirem na sua composi¢do elementos normalmente encontrados no meio fisiologico
(calcio, fosforo, potéssio, magnésio, s6dio, etc) ou que evidenciam uma toxicidade bem

tolerada pelo organismo (tita‘mio)3 3,
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Os bioceramicos podem ser classificados através de dois critérios: pela sua microestrutura e
pela natureza da interacgio tecidular com o organismo’’. Como ja foi referido,
estruturalmente, estes materiais podem ser vitreos, mono ou policristalinos. Quanto ao

segundo critério, existem, de uma maneira geral, trés tipos de bioceramicos *>28:

a cerimicos bioinertes: possuem uma grande resisténcia a degradagéo e por isso, ndo

ocorre qualquer alteragio significativa & superficie do biomaterial junto a interface
implante-tecido. Nesta situagdo, o implante é cercado por uma cépsula fibrosa de tecido
conjuntivo muito fina, desenvolvida a partir dos tecidos vivos.

O processo de ligagdo ¢ feito através do crescimento do tecido nas irregularidades do
material (fixagdo morfologica). Sdo normalmente utilizados na construgdo de
componentes articulares de proteses ortopédicas e como revestimentos de implantes
dentérios.

Exemplos: alumina, zircdnia, carbono, titinio e suas ligas.

O cerimicos reabsorviveis: estes biomateriais tém na sua composi¢do elementos de facil

assimilagiio metabdlica (essencialmente célcio e fosforo), que os torna degradaveis. Sdo
desenvolvidos para serem absorvidos e gradualmente substituidos por tecido 6sseo0’.

O processo de dissolugdio destes cerdmicos ocorre em duas fases: dissolugfo extracelular
de algumas particulas, seguida de fagocitose intracelular das mesmas. A taxa de
degradacdo varia de material para material. Os ceramicos reabsorviveis com uma relagdo
Ca/P mais baixa sfo muito soliiveis e a sua biodegradabilidade ¢ mais rapida do que a
formagio de um novo tecido 6sseo”. Consequentementé, nio sdo usados para
preparagdo de implantes. Contudo, o seu interesse pode resultar do facto de serem-
considerados promotores da calcificagdio, sendo principalmente usados como suportes

temporarios. Também tém sido utilizados como sistemas de libertagdo de farmacos®2.

A vantagem da utilizagdo de uma prétese de material reabsorvivel resulta do facto de
esta ser substituida por osso normal, eliminando portanto quaisquer problemas
funcionais ou de biocompatibilidade a longo prazo. A maior desvantagem que apresenta,
no entanto, é que durante o processo de remodelagéo, a capacidade que a prétese tem de
suster a carga ¢ significativamente reduzida, podendo resultar em colapso mecénico™.
Os implantes biodegradaveis devem promover o crescimento dsseo e facilitar a sua

integragfio; a taxa da sua reabsorgdo nfo deve exceder a taxa de formagdo Ossea € a
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reducdo da resisténcia no implante deve acompanhar o aumento desta nos tecidos
formados.

Exemplos: fosfatos de célcio (tricalcio de fosfato, octacélcio de fosfato, etc).

O cerimicos bioactivos ou de superficie activa: estes biomateriais apresentam

caracteristicas que os permitem situar entre as duas classes anteriores.

As suas composi¢des quimicas sdo tais que, uma vez colocados num ambiente
fisiolégico, desenvolvem & superficie uma série de reacgdes quimicas. Num estado final,
obtém-se uma forte ligagiio quimica entre o tecido e o biocerdmico, o qual permanece
praticamente inalterado no seu volume. As aplicagSes médicas destes materiais sio
vérias: reconstrucdo dentaria e Ossea, revestimento de préteses metalicas, preenchimento
de espagos resultantes da extrac¢do de tumores, etc.

Exemplos: hidroxiapatite, biovidros e vidros-ceramicos.

3.1 - BIOACTIVIDADE

Alguns cerdmicos possuem a particularidade de se ligarem quimicamente ao osso®. A
descoberta desta capacidade de ligago, por reacgdo superficial, introduziu um novo
conceito no campo dos biomateriais — a bioactividade — e veio contribuir para a
concretizagdo de um importante requisito para o sucesso clinico de um implante: o
estabelecimento de uma interface estavel entre o implante e o tecido 6sseo. Esta ligagéo
baseia-se na capacidade que estes biomateriais tém de formar uma camada superficial de
apatite“’“. O mecanismo mais aceite, através do qual os materiais bioactivos formam uma
camada superficial de apatite, é o da dissolugdo/(re)precipitagdo dos ides de célcio e
fosfatos da superficie do material, seguida por um crescimento epitaxial dos cristais.
Segundo esta teoria, ocorre uma dissolugdo superficial do material, libertando-se ides Ca*".
Estes aumentam o grau de supersaturagdo do fluido circundante, resultando na
(re)precipitagio de apatite carbonatada (composto quimico estruturalmente equivalente a
fase mineral do 0sso), com consequente formagdio de novos cristais de apatite sobre a

superficie do material**%.

Estes novos cristais formam-se por crescimento epitaxial, isto ¢ os cristais de apatite ossea

utilizam a superficie do material como local de nucleagdo e/ou suporte para a deposigdo e
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crescimento da sua prépria fase. Quando estes cristais € o substrato sdo constituidos pelo
mesmo material, os cristais estio em perfeita continuagio com a rede cristalina do

implante®.

A formagdo da camada de apatite promove a adesdo das células osseas e a sintese da matriz
extracelular. Visto que o tecido 6sseo ¢ incorporado na recém-formada camada de apatite, a
ligagdo existente €, por isso, o resultado de processos fisico-quimicos e biologicos que
ocorrem na interface entre o osso e a superficie do biomaterial*****®. Todo o processo é
fortemente dependente do pH e requer um pH ligeiramente alcalino para se tornar

completo.

E possivel entdo afirmar que a presenca de célcio e grupos fosfatos nos fluidos
extracelulares, um pH local alcalino e um ambiente compativel com a presenga de enzimas
como a fosfatase alcalina resulta na precipitagio do mineral 6sseo de apatite carbonatada
com a estrutura celular de colagénio, produzindo osso completamente mineralizado.

O estudo da interface tecido 6sseo/material bioactivo revelou a existéncia de uma variedade

de estruturas interfaciais. Estas estruturas sdo constituidas por diferentes zonas:

a) zona granular: sem fibras de colagénio, com 50-600 nm de largura e contendo uma ou

mais camadas electronodensas (40-100 nm de largura cada). A camada electronodensa €

composta por depositos globulares de Ca ¢ P e material proteico, nomeadamente
glicosaminoglicanos“’s I3 que resultam da adsor¢do proteica que precede a
mineralizagio™. Esta zona ¢ a zona de ligago propriamente dita, esta em continuagio
com a lamina limitans do osso circundante, é constituida por cristais em forma acicular

e é aqui que se vio ligar as fibras de colagénio®®’ L4,

b) zona amorfa: sem fibras de colagénio, com 0,7-0,8 pm de largura. Encontra-se entre a
camada electronodensa e o implante (cerimico bioactivo). Representa a degradagéo
parcial da superficie do cerdmico (zona de reacgdo)’ ">, E constituida por uma
camada de apatite fundamentalmente carbonatada e deficiente em Ca.

As varias interfaces diferem entre si na presenga ou ndo da zona amorfa’'">,

A mineraliza¢io comega na camada electronodensa? com a elaboragdo e fusdo de globulos

calcificados (processo mediado pelas células), que sdo depositados numa matriz organica,
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seguindo-se a incorporagdo de fibras de colagénio e de proteinas, tais como
glicosaminoglicanos, osteocalcina e osteopontina*®**~'3, Depois das células osteoblasticas
sintetizarem esta matriz de colagénio (matriz ostedide), o processo de mineraliza¢do

prossegue segundo o padrdo conhecido.

matriz extracelular mineralizada

Figura 3 — Esquema representativo
zona granular

o do processo de mineralizagio que
Ceramico bioactivo

ocorre  na  interfaice  tecido

dsseo/ceramico bioactivo.

matriz extracelular mineralizada Representagio esquemética dos
zona granular dois tipos de interfaces associadas
zona amorfa as dreas mineralizadas®'.

ceramico bioactivo

A hidroxiapatite e os biovidros tém sido objecto de inimeros estudos, no dmbito das
aplicagdes médicas, devido a sua bioactividade®™. O objectivo final destes materiais é
promover uma interface continua com os tecidos circundantes, capaz de suportar as forgas
que ocorrem normalmente no local de implantag8io, e promover a formagéo de novo tecido
65560333657

De seguida, ¢ feita uma descri¢io sumaria das caracteristicas da hidroxiapatite e dos

biovidros.

3.2 - HIDROXIAPATITE

A hidroxiapatite (HA) tem sido muito usada para substitui¢do de tecidos duros, devido a
sua semelhanga cristalografica com os constituintes inorganicos do tecido dsseo e dos
dentes. A sua biocompatibilidade com o tecido circundante provou ser excelente,

permitindo a adesdo do osso através de ligagdes quimicas (fixagdo bioactiva)*®®.
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3.2.1 — Composi¢do quimica

A hidroxiapatite pertence ao grupo das apatites, termo usado para descrever a familia de
s6lidos cristalinos representados pela formula quimica geral***%;

Mo (ZOs)s X2

Assim, uma grande diversidade de compostos de apatites, com composi¢des quimicas
varidveis, podem ser preparados através da substituigdo i6nica de todos ou alguns
elementos nos locais M, Z e X33:35,36.59,
M = Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, Mg, Na, K, H....
Z=P,C0s,V, As, S, Si, Ge, Cr, B...

X = OH, CO;, O, BO,, F, Cl, Br, vazio...

A hidroxiapatite ¢ uma das apatites mais correntemente comercializada e extensivamente
estudada, cuja formula quimica é a seguinte”’5 659,

Cayg (PO4)s (OH),
A HA ¢ portanto um fosfato de cdlcio que inclui o ido hidréxido e cuja razdo Ca/P ¢é igual a

1 6730,36,59,60
R .

Os minerais naturais de apatite sio encontrados nas rochas igneas, sedimentérias e

metamorficas. As apatites biologicas existem nos 0ssos € nos dentes dos vertebrados™ .

3.2.2 — Hidroxiapatites biologicas

A hidroxiapatite existente no tecido 6sseo e nos dentes é chamada hidroxiapatite biologica.
Outras apatites biologicas podem ser encontradas, em maior ou menor quantidade, em
tecidos patolégicos calcificados tal como nos calculos renais>. A composi¢iio quimica da
apatite 6ssea varia de acordo com a espécie, a idade, a parte do esqueleto considerada, etc.
A razio Ca/P aumenta com a idade até aproximadamente 1,67. O tamanho dos cristais das
apatites biolégicas é muito pequeno (menos de 0,2 pum)”. O tamanho reduzido é
conveniente para que ocorra a remodelagdo Ossea, isto €, para que se verifique processos de

reabsor¢do e formagdo de osso rapidos.
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3.2.3 — Hidroxiapatites sintéticas

Existem véarias HA sintéticas utilizadas como biomateriais que diferem da HA
estequiométrica ideal e entre si pelas substituicSes idnicas efectuadas (substituigdo dos
grupos fosfato, hidroxil ou de ambos). Assim, a razdo Ca/P ndo é necessariamente igual a
1,67. As diferengas na estrutura, composi¢do e caracteristicas fisicas destas HA sintéticas
derivam do processo de sintese e sinterizagdo, que pode ser alterado em fungdo das
propriedades que se pretendem obter para o material. A temperatura, 0 tempo, 0 meio
atmosférico e os aditivos usados na sinterizagio s3o alguns dos parametros que

16
16 3

condicionam as caracteristicas finais do materia e 0 seu comportamento in vivo € in

vitro®*.

A HA biologica contém aproximadamente 3 a 4% de ides CO3, 1% de Nae Mg e valores
residuais de elementos como o F ou o CP*?>* Contudo, para efeitos préticos, a HA

sintética é quimica e cristalograficamente semelhante & que ocorre naturalmente no 0sso.

Existem quatro métodos para sintetizar hidroxiapatite®’:
1) método a himido (reac¢o no estado aquoso);

2) método a seco (reac¢do no estado solido);

3) método hidrotérmico (reacgdo hidrotérmica);

4) método alcalino-6xido (reacgéo tanto no estado solido como no aquoso).

O método a humido ¢ utilizado para a produgio em massa de pos de HA pouco cristalina ou
nio-cristalina, enquanto que o método a seco é adequado paia preparar pés de HA
cristalina. O método hidrotérmico é usado na preparagdo de cristais de HA e o método

alcalino-6xido, na preparagio de finas membranas de HA policristalina.

3.2.4 — Fosfatos de cilcio relacionados

Quimicamente falando, a hidroxiapatite é um fosfato de calcio e uma forma de classificar
estes compostos & através da sua razio Ca/P. Virios tipos de fosfatos de calcio, com razdes
entre 0,5 e 2,0, podem ser sintetizados, misturando solugdes de calcio e fosfato sob
condigdes acidas ou alcalinas>. Os fosfatos de calcio com relagdo Ca/P inferior a 1,5 sdo

muito soliiveis e consequentemente as taxas de dissolugdo sdo elevadas, em comparag¢do
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com a formagdo do tecido 6sseo novo, tornando-os inadequados para grande parte das
aplicagdes médicas®®. Em geral, os cerdmicos de fosfato de célcio incluem misturas,
intencionais ou acidentais, de fase de hidroxiapatite e tricalcio de fosfato (TCP),

apresentando uma composi¢8o quimica caracterizada por uma razdo Ca/P entre 10:6 ¢
396566

3.2.5 — Estrutura cristalina

A hidroxiapatite cristaliza num sistema hexagonal com parﬁmetross‘s’5 %
a=b=9418Aec=6,884 A

Esta estrutura consiste num esqueleto de tetraedros de PO,*, onde dois dos 4tomos de

oxigénio se dispdem num plano horizontal e os dois restantes segundo um plano paralelo ao

eixo cristalografico®. Embora seja facil sintetizar HA, a simples substituigéo i6nica de

alguns dos seus elementos por impurezas de Ba, Pb, Sr ou Cd entre outros, pode originar

grandes alterag3es nas suas propriedades.

3.2.6 — Estabilidade térmica

Como o processamento e fabrico da HA pode incluir tratamentos por altas temperaturas, é

importante conhecer o comportamento térmico deste material. A temperaturas elevadas, a

estrutura da HA pode ser alterada, dependendo da sua estequiometria, da temperatura, da

atmosfera e das condigdes de sintese®®. Dois conjuntos de temperaturas podem ser

distinguidos’:

a) entre 0 — 1000°C: ocorrem reacgdes intercristalinas e decomposigio irreversivel das
apatites nio-estequiométricas;

b) acima de 1300°C: corresponde & decomposicdo da HA estequiométrica em dois
compostos, o B-TCP e o tetracélcio de fosfato. Acima dos 1350°C, o B-TCP transforma-

se em a-TCP. Contudo, hoje em dia, existem HA estaveis para temperaturas superiores.

Nas apatites nio-estequiométricas, entre 650 e 750°C, ha formagio de B-TCP, logo uma
mistura de HA e B-TCP pode coexistir na microestrutura. A temperaturas acima de 1050°C,
a HA pode ser decomposta em B-TCP e tetracélcio de fosfato. Acima de 1200°C, o B-TCP

transforma-se em a-TCP, fase que se mantém mesmo ap0s o arrefecimento®.
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3.2.7 — Solubilidade

A hidroxiapatite é solivel em meios acidos, fracamente soluvel em agua destilada ¢
insoliivel em meios alcalinos. A taxa de solubilidade estd dependente da porosidade,
tamanho do gréo, superficie especifica e cristalinidade, incluindo os defeitos e o tamanho

dos cristais. A solubilidade da HA sinterizada é muito baixa em meio fisiologico .

3.2.8 — Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas da HA tém sido melhoradas, de modo a atingirem valores
comparaveis ou superiores aos do osso humano. Estas caracteristicas, nomeadamente a
resisténcia a tracgio, 4 compressio e a fadiga, sdo fortemente influenciadas pelo volume de
porosidade, que pode ser sob a forma de microporos (didmetros < 1 um, devido a uma
sinterizagdo incompleta), ou de macroporos (didmetros > 100 pm, permitindo o
crescimento 6sseo)’’. A resisténcia a compressdo depende do volume total de poros,
enquanto que a resisténcia a tracgdo depende fundamentalmente do volume de fracgdo de
microporosidades. Estas propriedades também variam com a temperatura de sinterizagio™.

Tais caracteristicas deverfio sempre ser tidas em conta na selecgdio do tipo de HA a usar
para determinada aplicagdo clinica. A HA porosa apresenta, evidentemente, uma resisténcia
mecAnica mais baixa que a forma densa, podendo ser aplicada na substituigdo de tecidos

duros submetidos a pequenas cargas de compressdo, como acontece em cirurgia facial ou

craniana®’.
Tabela I1I — Propriedades mecinicas mais relevantes da hidroxiapatite™.
Porosidade | Densidade | Médulo | Micro- | Resist. Resist. Resist.
(%) Young | dureza | Compres. | Tracgio | Flexio
(GPa) | (GPa) (MPa) (MPa) (MPa)
0,1—-3 |3,05-3,15[35-120 6 350 —450 | 40—120 | 105215
£ 10 2,7 - 42 - _ -
§. 30 - - - | 120-170 - -
s 40 - - - | 60-120 _ 15-35
<
= 2,8—19,4 |2,55-3,07 | 44--88 - |310-510 _ 60115
2,5-26,5 - 55110 - < 800 - 50—115

31



Modulacdo farmacolégica da interaccdo tecido 6sseo/biomateriais. Estudos in vitro.

Na tabela III, resumem-se algumas das propriedades mecénicas mais importantes da

hidroxiapatite.
3.2.9 — Aplicagdes médicas

A utilizagdo clinica da hidroxiapatite est4 generalizada a varios campos da medicina. E

utilizada, entre outros, na reconstrugio do ouvido médio**5*7

, reconstru¢do € aumento
cranio-facial’®, reconstruciio das paredes da orbita e na produgdo de vasos sanguineos

artificiais™.

Em medicina dentaria, é utilizada para preenchimento de defeitos ésseos”, substitui¢io de
raizes dentdrias>'2, prevencio da reabsorgdo alveolar apds extraccdo dentéria”, aumento
do rebordo alveolar e revestimento de implantes dentarios™. A sua inclusdo em pastas

dentifricas e cimentos dentarios constitui outras aplica¢des dentarias®>.

As aplicagdes ortopédicas da hidroxiapatite incluem o preenchimento de defeitos Osseos,
revestimento de préteses ortopédicas, ossos e articulagdes artificiais™, entre outros. Como
material de preenchimento, é usada em aplicagdes de baixa carga, quando os defeitos
sseos ocorrem devido a tumores ou acidentes”. A hidroxiapatite também tem sido usada

como veiculo para a libertagdo de farmacos”™"'®.

3.3 - BIOVIDROS

Os primeiros vidros, pfopostos para fins biomédicos, foram introduzidos por Larry Hench
no final da década de 60", sob o pressuposto que estes materiais estimulavam o
crescimento 6sseo sobre a sua superficie. Foram posteriormente designados por biovidros
ou vidros bioactivos, dada a sua capacidade de ligagdio aos tecidos vivos sem que se

verifique a formagdo de tecido fibroso”"™®.

Os biovidros sdo cerdmicos que possuem uma estrutura amorfa, visto que sdo produzidos
por fusdo seguida de arrefecimento até a solidificagdo, sem que haja_cristalizagio®®.
Existem dois tipos de vidros que podem ser usados em biomateriais:

a) vidros a base de silica (vidros silicatados);
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b) vidros a base de fosfato (vidros fosfatados).

Os vidros & base de silica sdo constituidos por Si0,-Ca0-Na,O-P,0s, podendo ainda conter
CaF, e B,0;°*"""®, O elemento formador da rede que caracteriza a estrutura € a silica, que
constitui 70% ou mais do peso total, e é a forte ligagdo Si-O que garante a resisténcia do
material. A adi¢iio de 6xidos de boro, potassio e ibes fluoreto permite o aumento ou

diminui¢#o da solubilidade dos biovidros.

Os vidros fosfatados sdo formados a partir de pentoxido de fosforo (P20s), composto que
possui um papel importante na fase inicial da formagdo do tecido 6sseo. Estes vidros sdo
facilmente fundidos e quimicamente mais instiveis do que os vidros de silica, visto este
composto ser quimica e termicamente mais estavel do que o P,0s%. A adigfio de 6xidos
metalicos (CaO, K,0, etc) torna o vidro mais biodegradavel. A adi¢do de Na,O actua como
modificador da rede e enfraquece a estrutura do vidro. Este efeito ¢ produzido pelo facto de
ides monovalentes de Na* ocuparem posi¢des intersticiais na rede do vidro e romperem a
continuidade estrutural®®. A adi¢io de um 6xido alcalino, tal como o ALO;, aumenta a
estabilidade do vidro, devido  sua incorporagiio como parte integral da rede. Biomateriais a
base de fosforo, cilcio e sodio tém sido desenvolvidos; ndo possuem silica que por vezes €
referida como provocando efeitos nocivos quando implantada®'.

Os biovidros ligam-se directamente a0 0sso através de’*3%:

e libertagdo de ides Ca’* e Na' para os fluidos fisiolégicos que rodeiam o implante;

e producdo, na interface, de uma matriz orgénica que € posteriormente mineralizada.

A composigdio e estrutura de um biovidro sdo pardmetros de grande importancia, dado que
controlam a velocidade de libertagio de compostos superficiais. Se esta for reduzida,
minimiza-se a interacgio com os tecidos vivos, enquanto que se for demasiado elevada,

pode conduzir 4 necrose das células®.

A aplicagio mais comum dos biovidros € a substitui¢do de tecidos duros’’. As limitagdes
que apresentam s3o unicamente de natureza mecénica. A sua baixa resisténcia mecénica
nfo permite, se usado por si s6, a sua aplicagdo em zonas de sustentacdo de carga. No
entanto, a sua maquinabilidade torna-os apropriados para aplicagSes de proteses do ouvido

médio, substituigio de raizes dentarias, aumento do maxilar e restauragdo 6ssea®. Os
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biovidros também podem ser utilizados como revestimento de implantes (ago inoxidavel,
titanio ou alumina) tornando-os mecanicamente mais resistentes ¢ conferindo-lhes uma
adequada bioactividade®. Sob a forma de pos, estes materiais podem ser utilizados no

tratamento de perdas dsseas e cirurgia maxilofacial®.

3.4 — COMPOSITOS

Na prética, é muito comum concluir que um Gnico material nfo é capaz de reunir todas as
caracteristicas adequadas para satisfazer as necessidades impostas. Dois ou mais materiais
sdo frequentemente combinados, de modo a fazer o melhor uso das propriedades desejadas,
a0 mesmo tempo que se reduz a falta de algumas caracteristicas de cada um dos materiais
constituintes. Consequentemente, os compdsitos sdo sintetizados com um duplo objectivo:
criar materiais com uma combinagdo de propriedades que nenhum dos constituintes possui
por si s6 e atingir caracteristicas que excedem a simples adi¢do das propriedades de cada

um deles.

Com base nesta defini¢do, podemos identificar trés grupos de compositos>:

1) compbsitos nos quais se mantém e utiliza o excelente comportamento dos bioceramicos
(bioinertes ou bioactivos) e se reduz a falta de propriedades mecénicas através do
refor¢o com uma segunda fase adequada;

Exemplo: compésitos de vidros bioactivos (biovidros reforgados com Zn0O,),

compdsitos HA-PE (polietileno)

2) compdsitos que actuam como suportes temporarios para a genese do tecido. Aqui,
utilizam-se ceridmicos bioreabsorviveis, adicionando-lhes propriedades mecanicas e
elasticas que satisfazem as necessidades funcionais da aplicagdo até que o tecido esteja
totalmente regenerado;

Exemplo:PLA (“poly (L-lactyd) acid”)-B-TCP, PGA (“poly glicoacid”)-B-TCP

3) compositos constituidos por fibras ou particulas cerdmicas, de modo a atingir uma
combinagdo de propriedades mecénicas e elasticas impossiveis de obter com outros
materiais;

Exemplo: compbsitos de fibras de carbono reforgados com carbono
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A maioria dos comp6sitos ¢ criada para melhorar as propriedades mecénicas tais como a
rigidez, a tenacidade e a resisténcia a certos ambientes corrosivos, de modo a satisfazer
diferentes fungdes, nomeadamente mecénicas, fisicas, biologicas e biomédicas. Apesar de
serem considerados materiais multifasicos, muitos compésitos sdo apenas constituidos por
duas fases; a matriz, que é continua e rodeia a outra fase, denominada fase dispersa. Estas
fases sdo quimicamente diferentes e separadas por uma interface distinta. As propriedades
dos compésitos derivam das propriedades das fases constituintes, da proporgéo de cada uma

delas e do tamanho, forma, distribui¢fio e organiza¢do das particulas da fase dispersa.
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4 - INTERACCOES ENTRE O BIOMATERIAL E O
AMBIENTE BIOLOGICO

O objectivo de um biomaterial é o de substituir uma parte ou uma fungéo do organismo de
uma forma segura, economica e fisiologicamente aceitavel’!. Quando o biomaterial é
colocado no corpo humano por forma a cumprir o seu objectivo, contacta com 0S8 tecidos
vivos que o circundam, do que resulta a criagio de pelo menos uma interface entre o
material e o sistema biolégico. E a estabilidade a longo prazo desta interface que determina

0 sucesso ou insucesso de um irnplante”.

Os biomateriais podem interactuar passivamente com o meio fisiolégico no qual sdo
inseridos ou podem sofrer alteragdes microestruturais e quimicas, que por sua vez
conduzem a uma modificagdo da natureza da interface. Similarmente, a presenga de um
material prostético pode alterar e perturbar o ambiente biolégico, gerando um meio de
natureza diferente®®. As interacgGes entre os materiais de implante € o receptor sdo varias e
compreendem processos mecanicos, quimicos e fisicos, sendo a sua ocorréncia determinada
pelos seguintes factores’3%¢:

— propriedades do biomaterial;

— tratamento de superficie do material;

— “design” do implante;

— zona de implantag&o;

— traumatismos dos tecidos no momento da inser¢do;
— varidveis cirurgicas;

— estado de saude geral do paciente;

— rompimento fisico da interface através do movimento.

A variedade multifactorial de processos que regulam as interacgdes entre o meio biolégico

e o biomaterial pode ser considerada uma sequéncia de quatro passos’:

1. as interacgdes fisico-quimicas iniciais entre o material € os componentes do tecido, na
interface;

2. o efeito do ambiente biologico sobre o material (isto ¢, fendmenos de corrosdo e de
degradagdo);

3. o desenvolvimento da resposta local do tecido ao material imediatamente adjacente;
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4. o transporte de produtos da reacgdo interfacial e a possibilidade de efeitos sistémicos.
4.1 - FORMACAO DA INTERFACE INICIAL

A implantagiio de qualquer material estabelece imediatamente uma interface sélido-liquido,
envolvendo o proprio material e o sangue, soro ou fluido extracelular®. Rapidamente, as
macromoléculas biologicas existentes nestes fluidos (principalmente proteinas ¢
glicoproteinas) sdo adsorvidas a superficie solida e como resultado, forma-se uma dupla
camada entre o material € 0 seu novo ambiente®. Segundo Boyan e col.¥’, os primeiros
constituintes organicos que se ligam ao biomaterial sio componentes do soro presentes na
zona da ferida e a sua afinidade para a superficie é regulada pelas caracteristicas
superficiais do material. Por outro lado, a adsor¢do relativa das proteinas, lipidos e hidratos
de carbono influencia o tipo de células que sdo atraidas para a superficie, bem como
determina quais as células que podem colonizar o implante com sucesso. As células
chegam a superficie inorganica por processos activos e de difusdo, apds o processo de

adsorcdo, e por isso contactam com o implante sem que exista ligagdo fisica®®®.

E possivel entdo afirmar que se bem que a formagdo da interface inicial se deva a adsorgéo
de 4gua, ides, agticares, lipidos e proteinas, as alteragdes subsequentes nela verificadas sdo
mediadas por células que estdo presentes ou proximas da camada formada®’. Estas células
modulam o movimento de ides para o interior € o exterior da camada. Para além disso,
podem modificar os constituintes organicos na interface, uma vez que as substancias a ser

sintetizadas (colagénio, proteinas de adesfo...) dependem do tipo de células presentes.
4.2 — EFEITOS DO MEIO BIOLOGICO SOBRE O MATERIAL

E bem sabido que o ambiente biolégico é um meio extremamente hostil e agressivo em
relagdo a substratos sintéticos ndo biologicos. Assim, a maioria dos polimeros sdo
degradados em maior ou menor grau, todos os metais sofrem corrosdo e até mesmo os
manifestamente estaveis cerimicos mostram indicios de algum desgaste’. As consequéncias
da degradagio podem afectar a biocompatibilidade:

a) os efeitos provocados no material podem alterar as suas propriedades, comprometendo,

deste modo, a sua capacidade para desempenhar a fungdo desejada’;
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b) a libertagiio de qualquer componente do material (soluvel ou ndo) pode actuar como um
potencial estimulo para o aparecimento de um processo inflamatério local, e por isso,
funcionar como um factor determinante na resposta tecidular’.

Nos materiais cerdmicos, a degradagio é causada quer pela solugdo envolvente, quer pelas

células. No primeiro caso, a degradagdo deve-se a dissolug@io quimica ou a desintegragdo do

material em pequenas particulas. A degradagdo mediada pelas células pode ser dividida em
dois mecanismos®: fagocitose pelos macréfagos® e reabsor¢do pelos osteoclastos®. Existe
muita controvérsia relativamente a degradagiio da hidroxiapatite. Alguns estudos sugerem

que, in vivo, a degradagdo deste cerdmico ¢ mediada pelas células’*

e/ou apenas causada
pela solugdo’. In vitro, a degradagdo celular tem sido sugerida por alguns autores’* e
negada por outros’. Contudo, os cerimicos em geral apresentam uma elevada resisténcia a
degradacdio, devido as fortes ligagdes ionicas e covalentes que existem entre 0s atomos,
sendo por isso necessaria uma grande quantidade de energia para a sua ruptura. A taxa de
degradagdio destes materiais dentro do organismo pode variar consideravelmente. Como
resultado deste processo, pode verificar-se a libertagdo de contaminantes, caso o ceramico
nfo seja puro, provocando o aparecimento de respostas inflamatérias. Os niveis de
libertagdio de ides de calcio e fosfato de materiais reabsorviveis tém sido identificados
através da utilizagdo de diferentes métodos, tais como a sua determinagéo no soro € urina, €
em diferentes modelos animais, sem que se tenham obtido quaisquer resultados anémalos®®.
Para além disso, ndo se verificaram reac¢des particulares ou patolégicas em estudos
histolégicos detalhados, nomeadamente do figado, podendo-se concluir que os ides de

calcio e fosfato resultantes da dissolugiio destes cerdmicos sdo integrados no sistema

regulador usual do organismo e sdo utilizados ou eliminados pelas vias normais®®.

As propriedades fisico-quimicas do implante influenciam a estabilidade da interface criada
quando da implantagfo do material’’ %', As propriedades fisicas incluem:

= forma (particulas ou blocos);

= porosidade;

s jrea de superficie;

*» cristalinidade (tamanho e perfeigio do cristal, tamanho do grdo).

Os factores que tendem a aumentar a velocidade ou extensdo da biodegradacdo sdo:

= aumento da porosidade;

» redugdes no tamanho do cristal;

* aumento do numero de imperfei¢des cristalinas,
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» diminui¢do do tamanho do gréo;

= aumento da area de superficie.

As propriedades quimicas incluem:

= composi¢do quimica (HA, a-TCP, B-TCP);

»  substitui¢des idnicas;

* impurezas elementares;

» outras impurezas de fase resultantes da sinterizagdo (tetracdicio de fosfato e 6xido de
calcio);

® razio molar Ca/P.

A biodegradagio ou bioreabsorgdo do material de implante € caracterizada por alteragdes
nas propriedades fisico-quimicas, podendo ser considerada como uma combinag@o dos
seguintes processos:

a) fisicos — abrasdo, fractura, desintegracao;

b) quimicos — dissolugdio, aumento da concentraggo local de célcio e fosfato, conduzindo a
formagio de fases de superficie (fosfato de clcio amorfo, dicalcio de fosfato
dihidratado, octacélcio de fosfato e hidroxiapatite impura semelhante & apatite dssea);

c) biolégicos — redugdo no pH provocada por actividades celulares e fagocitarias
(mediadas por macréfagos e osteoclastos), resultando na dissolugio do implante (o

encapsulamento tende a diminuir a extensdo da degradago).
4.3 - RESPOSTA TECIDULAR LOCAL

Para além de satisfazerem as exigéncias fisicas e funcionais impostas pela concepgdo dos
implantes, os biomateriais tém de ser facilmente aceitdveis pelo organismo. De acordo com
Hench®®, um implante “ideal” € aquele que se comporta como se fosse equivalente ao tecido
onde é inserido. Desta teoria advém dois pressupostos:

e o tecido na interface deve ser o tecido normal do receptor;

e aresposta do material a um estimulo fisico deve ser idéntica a do tecido que substitui.
Na pratica, no entanto, a resposta adversa do receptor ¢ frequentemente um factor limitativo

na aplicagdo de biomateriais®.
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Apbs a implantagio de um biomaterial, observa-se um processo de inflamaggo dos tecidos
provocada pela ferida infligida durante a cirurgia. A resposta normal 4 implantagdo deve ser
portanto a de cicatrizagdo de uma ferida, se bem que com algumas diferengas significativas,
dado que a presenga do implante condiciona de alguma forma o processo de recuperagéo. 0O
mecanismo de recupera¢io envolve duas fases funcionais distintas mas que se sobrepdem
no tempo>®;

a) a 1° fase é de inflamagdo e envolve alteragdes localizadas da microvascularizacdo e

composi¢do celular do tecido;
b) a 2® fase é de recuperagio propriamente dita, em que o tecido tenta restaurar, estrutural

e se possivel funcionalmente, o estrago.

O processo inflamatério tem por objectivo eliminar, ou pelo menos conter, o agente
estranho para que o tecido possa ser reparado e reconstruido®. A fase de inflamagdo envolve
a activagio da cascata de coagulagdo, a resposta celular (acumulagio de leucécitos
polimorfonucleares, seguida pela infiltragdo de macréfagos e linfcitos) e o recrutamento €
proliferagio de células indiferenciadas do mesénquima que originam o tecido de
granulaco®. Dependendo da extensdo da ferida provocada, o tecido de granulagéo pode ser

visto trés a cinco dias depois da implantaggo do biomaterial'%.

Quando um implante é inserido no organismo, a resposta inflamatoria € o processo de
recuperagdo que tém lugar sdo semelhantes aos que se verificam quando da formacdo de
uma ferida simples®®. O local de implantagfo é preenchido com sangue e forma-se uma rede
de fibrina que serve de base para o crescimento subsequente do tecido fibroso. Apds a
deposi¢do de proteinas do plasma na superficie do material, inicia-se uma resposta
inflamat6ria aguda, em que os vasos dilatam e permitem a difusfo através das suas paredes
de glébulos brancos, especialmente neutréfilos, e um exsudado extracelular que contém
proteinas do plasma e mediadores bioquimicos. As células com actividade fagocitaria, em
particular os macréfagos, removem as células mortas e outras particulas. Paralelamente a

esta actividade, inicia-se a regeneragdo vascular.

A medida que novos capilares crescem na 4rea da ferida, os fibroblastos tornam-se activos e
produzem colagénio a0 mesmo tempo que o coagulo de fibrina ¢ reabsorvido. O colagénio
consegue atravessar a incisio na regifo do implante, formando uma capsula fibrosa. A

resposta dos tecidos deve estar estabilizada num periodo de 4-8 semanas e o aspecto
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tecidular deve ser semelhante ao tecido normal de uma cicatriz®. Esta resposta dada pelo
organismo ¢ geralmente descrita como um encapsulamento fibroso do implante. O tecido
que rodeia o implante torna-se o ponto de partida do processo de recuperagio, porque
degrada tecido desvitalizado e fornece células percursoras de osteoblastos e condroblastos
que proliferam e se diferenciam, de modo a desempenhar as suas fungdes especificas neste

processo.

Caso o material apresente alguma reactividade, os produtos resultantes da degradagdo séo
libertados para os tecidos®, onde se acumulam. Se estes produtos apresentarem uma
actividade biolégica reduzida, podem ser acomodados sem que se verifique uma resposta
celular significativamente superior ou quaisquer sintomas clinicamente reconheciveis. Caso
exista uma actividade biolégica superior, a resposta aumenta, especialmente com uma
exacerbagio da resposta inflamatéria crénica e reparagdo fibroblastica excessiva’,
verificando-se um atraso no processo de recuperagdo. As células fagocitarias,
especialmente os macréfagos, permanecem durante longos periodos ou cronicamente nas
proximidades do implante e por vezes originam células gigantes multinucleadas que
estabelecem contacto intimo com o material estranho. Os macréfagos, na sua tentativa de
digerir as particulas, ficam fortemente activados e sintetizam e libertam grandes
quantidades de enzimas que podem ser destrutivas, provocando a atrac¢do de um maior
nimero de células e a danificagdo do tecido. A inflamagdo excessiva e a formagdo do tecido
de granulagdo parecem inibir a osteogénese e, normalmente a reabsor¢do Ossea (os
macréfagos podem atacar directamente o osso e podem excretar um factor activador dos
osteoclastos, promovendo assim a ostedlise); a dor e o inchago tornam-se problemas

clinicos que levam a remogéo do implante®.

Osborn e col.!? classificaram os biomateriais em trés categorias, baseando-se na resposta

dada pelo tecido receptor. Assim, existem materiais:

= biotolerantes: a resposta é negativa ou toleravel (o implante ¢ separado do tecido 6sseo
por um tecido fibroso, isto é, hd encapsulamento do implante);
Exemplos: ago inoxidavel, polimetil metacrilato.

* bioinertes: a resposta é inexistente (nfio h formagdo do tecido fibroso, logo, o tecido
4sseo estd em contacto directo com o implante);

Exemplos: alumina, titinio, zirconia.
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* bioactivos: a resposta é positiva (cria-se uma ligagio entre o tecido 6sseo € 0 implante;
os materiais bioactivos utilizados na substituicio 6ssea apresentam ides calcio e grupos
fosfato livres & sua superficie, promovendo assim uma firme ligagdo com o 0ss0
circundante).

Exemplos: hidroxiapatite, fosfatos de calcio, biovidros, polimeros como o Polyactive.
Existem, basicamente, quatro tipos de resposta possiveis do tecido ao implante’ 0.38,

1) se o material é toxico — o tecido que envolve o implante morre;

2) se o material nfio ¢ toxico, mas € biologicamente inactivo — forma-se uma capsula
de tecido fibroso de espessura varidvel, ndo aderente & superficie do implante. O
material é definido como inerte;

3) se o material ndo é toxico e ¢ biologicamente activo — forma-se uma ligagdo
interfacial entre o material e o tecido. O material ¢ definido como bioactivo;

4) se o material ndo é toxico e se dissolve — ha substituicdo do material pelo tecido

circundante. O material é definido como reabsorvivel.

4.4 — RESPOSTA TECIDULAR SISTEMICA E REMOTA

Os produtos libertados pelos materiais reactivos podem ser solaveis e, neste caso, passam
rapidamente para o fluido extracelular e dai sdo transportados pelo sistema linfatico ou
vascular. E entfio possivel que este material dissolvido seja metabolizado e excretado, ou
que seja armazenado em qualquer tecido®. Contudo, os produtos também podem ser
insoliveis. Dependendo do seu tamanho, tais particulas podem ser aprisionadas (por
exemplo, por macréfagos) e depois passar para a corrente linfatica e subsequentemente
depositadas (por exemplo, nos nodulos linfaticos). Caso estes produtos tenham a
capacidade de irritar o tecido, o que é muito provavel, entdo os problemas aparecem por
todo o organismo ou em local remoto através do qual os produtos passam ou no qual sdo

depositados6.
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5 - AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE

A implantagiio de um biomaterial em tecidos vivos resulta numa interface que ¢ de extrema
importancia para o desempenho e sucesso do implante. O conhecimento € a caracteriza¢ao
dos processos que ocorrem nesta interface, isto €, o conhecimento da biocompatibilidade do
implante, sdo necessirios antes da sua utilizagdo no corpo humano e permitem-nos
desenvolver materiais para aplicagdes especiﬁca326’28. Contudo, devido a variedade de

processos que aqui ocorrem, a compreensdo destas interacgdes tem sido dificil.

Durante os ultimos trinta anos, os estudos de biocompatibilidade tém sido feitos
principalmente in vivo, em animais. No entanto, a duragdo das experiéncias, o nimero de
animais necessario para obter um certo grau de fiabilidade nos resultados estatisticos, os
esforgos legais feitos para reduzir a experimentagdo animal ao minimo e os avangos
recentes nas técnicas de cultura de células e de tecidos levaram a aplicagéo de testes in vitro
no estudo dos biomateriais?®?®. Assim, actualmente, qualquer programa de avaliagdo de

biomateriais deve incluir testes de biocompatibilidade feitos em culturas celulares'™.

A utilizagfio de culturas de células na avaliagiio da biocompatibilidade apresenta uma série

de Vantagensm‘*’105 :

= detecgdo rapida e de baixo custo das potencialidades dos biomateriais;

» método altamente sensivel que possibilita o reconhecimento e exclusdo de materiais
citotdxicos, numa fase precoce do estudo;

» determinaciio de pardmetros de crescimento celular com consequente avaliag@o
estatistica;

» capacidade de realizar numerosos ensaios nas mesmas condigdes experimentais;

» possibilidade de testar células humanas;

» redugiio da experimentagdo animal;

» possibilidade de investigar interacgdes especificas a nivel celular ou molecular;

» controlo do ambiente fisico-quimico (pH, temperatura, pressdio osmética e tensdo de O
e CO,) e das condi¢Ges fisiologicas.

Tem igualmente alguns inconvenientes'%:

» extrapolagfo dificil dos resultados obtidos para a situagdo in vivo;

= limitagio do método pela escolha dos tipos celulares;
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* ndo fornecer qualquer informagdo sobre a degradagdo do material;
» possibilidade de ocorréncia de desdiferenciagéo, isto é, perda das caracteristicas

fenotipicas das células em relagdo ao tecido a partir do qual foram isoladas.

O estudo da biocompatibilidade de materiais envolve duas fases de avaliaggo:

1. testes de citotoxicidade

2. testes de biocompatibilidade especifica.

A toxicidade in vitro é o efeito negativo ou deletério de um agente nas fungdes bioquimicas
celulares normais, isto é, a perturbagiio da homeostasia celular. Este efeito pode assumir
varias formas, desde a perda da viabilidade celular até a alteragSes das fungdes celulares
que apenas podem ser detectadas através de meios bioquimicos. A morte celular, uma
adesdio celular reduzida, a alteragio da morfologia da célula, a redugdo da proliferagdo

celular e da actividade biossintética sdo exemplos de toxicidade in vitro'®.

Os testes citotoxicos tém por objectivo actuarem como um método de detecgdo fidvel,

conveniente e reprodutivel, a fim de detectar, numa fase inicial do processo, a morte celular

ou qualquer outro efeito negativo nas fungdes celulares'**'%. Tal observagdo permite a

exclusdo imediata de qualquer material toxico, evitando deste modo uma investigacédo

subsequentem. Estes testes incluem varios métodos quantitativoszs’los’ms:

a) ensaios feitos em extractos (para detectar produtos libertados que podem produzir um
efeito toxico); 7

b) ensaios feitos por contacto directo (normalmente, uma suspensdo celular é directamente
semeada sobre o material);

c) ensaios feitos por contacto indirecto (as células sdo separadas do material por uma

barreira de difusdo que evita danos fisicos das células por parte do material).

As linhas celulares permanentes sdo preferencialmente usadas nestes testes, devido a sua
homogeneidade. Os parimetros que sdo avaliados nesta primeira fase, qualitativa ¢
quantitativamente, sdio a morfologia, proliferagdo, viabilidade, integridade da membrana e
degeneragdo ou lise celular. Os materiais que apresentam efeitos citotoxicos reduzidos ou
inexistentes sdo entfio sujeitos aos estudos in vitro, utilizando o tipo celular adequado para o
objectivo para o qual se destina o biomaterial (2° fase da avaliago)?®!10410%-110;

= osteoblastos (obtidos a partir de medula 6ssea e osso trabecular) para materiais de

substitui¢do Ossea e dentaria;
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» fibroblastos gengivais para materiais dentdrios;

» células epiteliais para materiais para a reconstitui¢do do ouvido médio;

s linfécitos/macrofagos/granuldcitos para avaliar a interferéncia dos materiais com o
sistema imunitario;

» células endoteliais para a modulagio da coagulagio (préteses vasculares);

» células endoteliais e epiteliais da cornea para testar lentes intra-oculares e de contacto.

As culturas celulares referem-se as células provenientes de um tecido, originando uma
suspensdo celular que pode ser cultivada sob a forma de uma monocamada aderente sobre
um substrato s6lido, ou sob a forma de uma suspensdo num meio de cultura. A esta cultura,
constituida por células directamente retiradas do tecido, da-se o nome de cultura
priméria''l,

A cultura priméria pode ser obtida por migra¢do de células a partir de fragmentos do tecido,
ou por desagregagiio mecdnica ou enzimitica desse tecido. A migragdo celular ¢ um
processo relativamente lento que pode ser altamente selectivo (selecgdo em fungdo das
células com maior capacidade proliferativa) e cujo sucesso depende da aderéncia dos
tecidos utilizados ao substrato. E particularmente 1til quando se dispde de uma pequena
quantidade de tecido ou quando o crescimento celular ¢ lento. A digestdo enzimdtica evita a
selecgdo observada no método anterior, embora seleccione as células em fungéo da sua
resisténcia a acgfo das enzimas, e proporciona uma cultura celular que € mais
representativa do tecido, num menor intervalo de tempo. As enzimas mais frequentemente
utilizadas neste processo sdo a tripsina, colagenase, elastase, hialuronidase, DNase, dispase,
ou varias combinagdes destas''2. Algumas destas enzimas, tal como a tripsina, provocam
uma desagregagio completa, mas podem causar danos nas células, enquanto que outras,
como a colagenase, possuem uma ac¢do mais incompleta, mas inofensiva. A desagregacdo
mecénica produz uma suspensdo celular mais rapidamente, mas pode causar danos

mecanicos.

As culturas primérias sio normalmente heterogéneas, com uma baixa frac¢do de células
proliferativas, mas contém uma variedade de tipos celulares que sio representativos do
tecido. Nestas culturas, as células sofrem selecgio de acordo com a sua capacidade de
migrar dos fragmentos, ou, no caso da suspenséo celular, apenas as células que sobrevivem

113

ao processo de desagregacdo e aderem ao substrato poderdo perpetuar a cultura’ . Verifica-
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se depois uma segunda selecgdo: o nimero de células proliferativas aumenta, alguns tipos
celulares sobrevivem mas ndo aumentam, enquanto que outros sio incapazes de sobreviver
nas condigdes utilizadas. Deste modo, a proporgdo relativa de cada tipo celular €
continuamente alterada''®. Apés atingir a confluéncia (isto é, quando toda a area de
crescimento disponivel é utilizada e as células mantém-se em contacto intimo umas com as
outras), o crescimento é reduzido e a cultura tem de ser dividida. O processo normalmente
envolve a remogdo do meio de cultura e a dissociagdo das células por tratamento
enzimatico. Este processo constitui uma passagem e a subcultura resultante torna-se o
inicio de uma linha celular, que se pode propagar e ser subcultivada vérias vezes. A pressdo
selectiva das condigdes de cultura implica em cada passagem' *:

= um aumento do nimero total de células ao longo de varias geragoes;

» o predominio das células com elevada capacidade proliferativa;

» um maior grau de uniformidade na populagdo celular.

A maioria das linhas celulares pode ser propagada de modo inalterado durante um nimero
limitado de geragdes, a partir do qual morrem ou déo origem a linhas celulares continuas ou
permanentes. A alteragio que ocorre numa cultura, quando da origem a uma linha celular
continua, é vulgarmente denominada “transformacdo in vitro” € pode ser espontinea ou
induzida quimicamente ou por intervengdo de virus''. As linhas celulares permanentes
podem também ser obtidas de tecidos tumorais — linhas celulares tumorais. Ainda ndo estd
totalmente esclarecido se as células que ddo origem a estas linhas estdo presentes em
pequeno niimero nos fragmentos iniciais do tecido, ou se surgem depois como resultado da
transformagiio de uma ou mais células. As linhas celulares continuas sofrem alteragdes
morfologicas e a sua formagdo ¢ frequentemente acompanhada por um aumento da

carcinogenicidade''*. Contudo, a maioria das células normais nfo da origem a estas linhas.

As linhas celulares permanentes apresentam algumas vantagens quando utilizadas no
estudo da biocompatibilidade'®:

» representam uma fonte abundante de material celular homogéneo;

» possuem um crescimento rapido;

» as condi¢des de cultura estdo padronizadas;

® a5 culturas sio menos sujeitas a contaminagdes;

= as células podem ser congeladas e recuperadas intactas, mesmo depois de alguns anos.

Contudo, também apresentam desvantagensm“:
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» possibilidade de variagdes do fendtipo e do genétipo, devido & natureza oncogénica
destas células;

» relagéo proliferagdo/diferenciagéio “desacoplada”;

» os resultados obtidos in vitro com células tumorais ou transformadas ndo podem ser
transferidos arbitrariamente para situa¢des clinicas in vivo;

* normalmente, ndo apresentam muitas das caracteristicas fenotipicas das células normais

correspondentes (proteinas da membrana, capacidade de fagocitose...).

Como ja foi referido, a maior parte das células provenientes de tecidos duros crescem sob a
forma de monocamadas aderentes, e, a menos que tenham sofrido transformacéo, a seguir &
desagregagio do tecido ou & subcultura, elas véo aderir e espalhar-se sobre 0 substrato antes
de comecarem a proliferar. A adesfio celular é mediada por receptores especificos da
superficie da célula e por proteinas de adesio (fibronectina, laminina, integrinas, caderinas,

proteoglicanos.. s

A cultura celular ¢ influenciada pelo ambiente de quatro modos distintos''*!">:

1) natureza do substrato sobre o qual crescem as células. Este pode ser sélido (plastico ou
vidro), semisélido (colagénio ou agar) ou liquido.

2) constituigdo fisico-quimica e fisiolégica do meio.

3) constituigdo da fase gasosa (O; € COy).

4) temperatura de incubag@io. A temperatura recomendada para a maioria das linhas
celulares humanas e de outros animais de sangue quente é de 36,5 — 37,0°C. As células
cultivadas toleram redugdes consideraveis de temperatura, podendo sobreviver durante
dias a 4°C. No entanto, niio toleram mais do que 2°C acima do normal por mais do que

algumas horas e morrem rapidamente a partir de 40°C.

Actualmente, os ensaios in vitro sdo utilizados para os seguintes objectiv051°4:

e avaliar a toxicidade e biocompatibilidade de novos biomateriais;

e avaliar a libertagdo de produtos de degradago que podem provocar efeitos toxicos;

e controlar a qualidade do material durante os processos de fabricagéo e de esterilizagdo e
no produto final;

e monitorizar a libertagio de agentes biologicamente activos a partir de sistemas de

libertagdio de farmacos e seus efeitos nas células cultivadas sobre os biomateriais.
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Ha vérios estudos experimentais que demonstraram uma boa correlagéo entre ensaios de
citotoxicidade in vitro e in vivo, confirmando assim a utilidade dos testes in vitro como
sistemas para selecgdio de materiais. Contudo, deve ser tido em consideragdo que as células
cultivadas in vitro sdo geralmente mais sensiveis aos materiais toxicos do que 0s tecidos in
vivo. Por isso, um material toxico in vifro nfo é necessariamente toxico para 0s tecidos,
enquanto que um material inofensivo para as células, ¢ normalmente inerte in vivo. As
excep¢des sdo raras, tal como nos casos em que O material, ao libertar particulas de
corrosdo ou desperdicios causados pelo desgaste in vivo, activa processos de defesa,

levando a rejeigéo do implantem.

Culturas de células osteogénicas

Os sistemas de cultura de células osteogénicas representam uma fonte inesgotdvel de
material experimental para o estudo de efeitos de hormonas, factores de crescimento,
farmacos e produtos celulares no crescimento Osseo ¢ na diferenciagdo celular, num
ambiente controlado. Constituem igualmente um excelente instrumento para avaliar as
interacgdes dos biomateriais de substituigdo dssea e dos seus produtos de degradag¢do com

as células Osseas, na interface tecido 6sseo/implante.

As culturas de células osteogénicas tém sido extensivamente caracterizadas, tendo sido
demonstrado que produzem niveis elevados de fosfatase alcalina, colagénio tipo I,
osteonectina, osteopontina, osteocalcina e outras proteinas ndio-colagénicas que existem no
tecido 6sseo e que expressam tais marcadores segundo um padréo temporal semelhante ao
que se verifica in vivo. Também exibem respostas a acgdo de hormonas osteotropicas €

factores de crescimento e apresentam capacidade osteogénica' .

A formagdo de uma matriz mineralizada, mais especificamente de n6dulos mineralizados, €
um objectivo essencial para avaliar a capacidade osteogénica das culturas derivadas de
células 6sseas. A formagdo destes nodulos parece estar relacionada com o numero de
células semeadas e os estudos efectuados referem que cada nédulo surge a partir de uma
Ginica célula ou de uma unidade osteogénica formadora de coldnias (CFU-O)''®. Estes
nédulos coram intensamente para a fosfatase alcalina e sdo formados por células
osteoblasticas depositadas sobre uma matriz ostedide rica em fibrilas de colagénio. Na

presenga de uma fonte de fosfato, tal como o B-glicerofosfato, estas estruturas desenvolvem
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4reas mineralizadas que estdio intimamente ligadas as fibras de colagénio. Em geral, o
processo de mineralizagdo nas culturas osteogénicas assemelha-se ao que se observa no

o0sso primario que € produzido in vivo''S.

A formacdo destes nédulos depende de numerosos factores. Entre eles, o soro é de
particular importancia, uma vez que fornece os nutrientes necessarios que podem ndo estar
presentes no meio de cultura ou existirem em quantidades demasiado pequenas para
favorecer o crescimento exponencial. O 4cido ascérbico (ascorbato) também ¢ necessario
para promover a produgdo de uma matriz de colagénio. Ha varios trabalhos anteriores que
sugerem que ¢ enviado um sinal para que se inicie a sintese da matriz, sinal este que
depende da organizagio do colagénio e da presenga de 4cido ascérbico, permitindo assim a
subsequente indugio da diferencia¢do osteoblastica e da mineralizagdo. Outro pré-requisito
para que haja uma mineralizagio reprodutivel € a presenca de B-glicerofosfato,
especialmente nas culturas de células 6sseas humanas, uma vez que constitui uma fonte
local de fosfato inorgnico ao actuar como substrato para a fosfatase alcalina''”'"%.
Contudo, alguns estudos sugerem que este composto apenas facilita a mineralizacéo in vitro
e que mesmo na sua auséncia, pode ocorrer uma mineralizagdo dos nddulos mais lenta, mas
igualmente extensa''®. Os glucocorticoides também tém sido utilizados nas culturas de
células osteobldsticas porque aumentam o tamanho e nimero de nodulos formados €

117,119-123

estimulam a diferenciagdo das células osteoprogenitoras e a expressdo da fosfatase

alcalina®.

As culturas de células 6sseas tém sido obtidas através da aplicagdo de varias técnicas, desde

124-131 132,133
’

a digestdio sequencial pela colagenase e tripsina até A separagdo mecénica em

diferentes tecidos (medula 6ssea, osso trabecular, peridsteo), de varias espécies (Homem,

ratinho, rato, galinha, coelho e macaco)134"46.

Relagdo entre proliferagdo e diferenciagdo osteobldstica

A formagio 6ssea que ocorre quer durante o desenvolvimento, quer durante a remodelagéo
6ssea implica um controlo rigoroso da proliferagéo e da diferencia¢do dos osteoblastos. A
regulagio destes processos bioldgicos envolve a expressao sequencial de genes especificos
do tecido 6sseo em resposta a uma série de sinais reguladores que sdo mediados por

factores fisiologicos'’. Esta sequéncia temporal da expressdo génica ocorre durante o
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desenvolvimento progressivo do fenétipo osteobléstico e é caracterizada por trés periodos:
crescimento (proliferagio) e biossintese da matriz extracelular; desenvolvimento,

maturagdio e organizagio da matriz extracelular; e mineralizagdo da matriz extracelular'®’,

A importéncia biolégica de um sistema de cultura de osteoblastos como modelo para
estudar o comportamento de proliferagio/diferenciago das células dsseas é suportada pela
sequéncia de expressdo de genes determinada em células dipléides normais cultivadas in
vitro que ¢é semelhante ao padrdo de expressdo génica in vivo'¥'3. Durante os 10-12
primeiros dias de cultura, um periodo de proliferagdo activa ¢ reflectido pela actividade
mitética com expressdo dos genes reguladores do ciclo celular e do crescimento celular.
Estes genes codificam proteinas que favorecem a proliferagéo, tal como a histona. Durante
este periodo proliferativo, varios genes associados & formagdo da matriz extracelular
(responsaveis pela codificagdo do colagénio tipo I, fibronectina e TGF-B) sdo activamente
expressos e gradualmente inibidos. Imediatamente a seguir a inibi¢do da proliferagio
celular, causada pela formagdo da matriz, sdio detectadas proteinas associadas ao fendtipo
osteoblastico, como a fosfatase alcalina. Durante o periodo pés-proliferativo que se segue
(entre os dias 12 e 18 de cultura), a matriz extracelular sofre uma série de modifica¢bes na
sua composi¢do e organizagio que a tornam apta para a mineralizagdo. A medida que
ocorre esta “maturagio” da matriz, todas as células apresentam uma colorago histoquimica
positiva para a presenga da fosfatase alcalina. Durante a mineralizagdo da matriz
extracelular, os niveis celulares desta enzima declinam e so induzidos genes responsaveis
pela expressio de outras proteinas caracteristicas do tecido Osseo (osteopontina,
osteocalcina e sialoproteina ossea). Verifica-se igualmente a acumulagio de depésitos de
fosfato de calcio. Frequentemente, ocorre uma proliferagio compensatdria pouco extensa
na matriz mineralizada, em associagdo com a apoptose celular e o aumento da actividade da

colagenasem’”s.

A expressdo sequencial e regulada de genes responsaveis pelo desenvolvimento do fendtipo
osteoblastico define uma relagéo reciproca e funcionalmente acoplada entre a proliferacdo e
a diferenciagio. A compreensio dos mecanismos biologicos que suportam o
desenvolvimento das células 6sseas, em termos de proliferagdo/diferenciago, constitui uma

base viavel para o estudo das perturbagdes do tecido 6sseo.
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CAPITULO 11

UTILIZACAO DE CULTURAS DE CELULAS
OSTEOBLASTICAS HUMANAS COMO
MODELO IN VITRO NO ESTUDO DAS
INTERACCOES TECIDO
OSSEO/BIOMATERIAIS: INFLUENCIA DAS
CONDICOES DE CULTURA



Modulacdo farmacolégica da interacgio tecido dsseo/biomateriais. Estudos in vitro.

1- INTRODUCAO

A utilizacio crescente de biomateriais osteocompativeis e bioactivos em cirurgia
maxilofacial e ortopédica levou a necessidade da avaliagiio da biocompatibilidade destes
materiais. As interac¢des celulares que ocorrem na interface biomaterial/tecido 6sseo foram
ja reconhecidas como um importante factor nesta avaliagdo, visto ser necessario um
contacto intimo e directo entre o biomaterial € o ambiente biologico activo, para que sejam
garantidas a sua biofuncionalidade e sobrevivéncia a longo prazo™>*>.

As culturas celulares constituem instrumentos Uteis para o estudo detalhado de interacgdes
especificas a nivel celular e molecular e podem também ser utilizadas para distinguir entre
os biomateriais, aqueles que s3o potencialmente adequados para utilizagdo em seres
humanos'*®. Tais culturas tém sido correntemente utilizadas para estudar a formacéo de
tecido mineralizado, permitindo a avaliagdo da diferenciagdo e do metabolismo das células

Osseas em condigdes simplificadas e definidas'*®'*’.

A utilizagio de culturas de células Osseas foi descrita, pela primeira vez, na década de 60.
Desde entdo, os estudos com culturas celulares referentes a regulagdo do crescimento e
actividade das células 6sseas tém sido realizados utilizando células dsseas de origem animal
ou humana, derivadas de tecido dsseo normal ou de osteosarcoma' |7 11%121,124,137,142,149-164.
Cada um dos modelos apresenta limitagdes proprias. A possibilidade de existirem variagdes
inter-espécie deve ser sempre considerada quando se utilizam culturas de células
provenientes de animais. As linhas celulares tumorais podem ndo reflectir o verdadeiro
fenotipo das células correspondentes ndo transformadas. As culturas de células Osseas
humanas reproduzem, em principio, mais fielmente a actividade dssea in vivo'®. Existe uma
grande quantidade de informagdo que mostra diferengas de comportamento entre as células
osteoblasticas provenientes de diferentes origens, no que diz respeito as caracteristicas de
crescimento, expressio dos marcadores fenotipicos e resposta a hormonas e factores de

crescimento 36137144145

Os vertebrados adultos necessitam de um fornecimento continuo de osteoblastos tanto para
a remodelaciio Ossea, como para a regeneragdo que ocorre durante o processo de reparagéo
de uma fractura. Tal implica a existéncia de um reservatorio de células no organismo,

capazes de osteogénese. De acordo com varios autores, a fonte mais provavel séo células
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mesenquimais indiferenciadas, pluripotentes existentes no estroma da medula 6ssea, que

possuem elevadas actividades proliferativa e de diferenciagdo e sdo capazes de originar

vérias linhagens celulares, incluindo a osteoblastica'”’.

A utilizagdo de culturas celulares derivadas de medula Gssea! P12 MLMOISLISTISOHES provou,

nestes ltimos anos, ser um excelente modelo para o estudo da diferenciagio osteoblastica,

pelo facto destas culturas apresentarem um comportamento de proliferagio/diferenciacdo

representativo de uma populagdo de osteoblastos in vivo, nomeadamente:

e clevada actividade da fosfatase alcalina;

o capacidade de sintetizar colagénio tipo I e outras proteinas ndo-colagénicas
(osteonectina, osteopontina, osteocalcina...);

e capacidade de produzir uma matriz extracelular mineralizada'*6:!°":160:165.166

Os estudos que envolvem a utilizagdo de sistemas de cultura de células requerem uma
populagio celular com um fenétipo relevante e um nimero elevado de células. Devido a
pequena quantidade de material biologico, particularmente de origem humana, disponivel
para a cultura priméria, € frequente recorrer a subcultura sucessiva, para deste modo obter
um nimero suficiente de células. Por isso, € com o objectivo de seleccionar a populagdo (ou
subcultura) mais adequada, a caracterizagio do sistema celular deve compreender a

145,130 visto que se verifica uma

avaliagio do fenotipo ao longo das sucessivas subculturas
perda do fenétipo quando células diploides sdio cultivadas durante longos periodos de

tempo'®’.

A expressio de um determinado fenétipo celular em cultura depende do material biologico
utilizado (e da sua manipula¢do) e das condigdes de cultura, nomeadamente os meios de
cultura, o tempo de cultura e a presenga de compostos que influenciam a proliferagdo e

116817 £ mor isso conveniente seleccionar condigdes experimentais

diferenciagdo celular
apropriadas, de modo a obter culturas de células ésseas com um comportamento
osteoblastico definido e reprodutivel. A descoberta de que as células podiam ser cultivadas
e propagadas in vitro levou a procura de meios de cultura cada vez mais definidos, capazes
de sustentar um crescimento celular continuo. Apesar de varios anos de investigagio, em
que se tentou fazer corresponder um meio particular a condigdes de cultura e tipos celulares

; . sl e , . .+ 11
especificos, a escolha do meio de cultura nem sempre € 6bvia € € muitas vezes empirica >,
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O objectivo do estudo que se apresenta neste capitulo foi o de seleccionar as condi¢des
experimentais mais apropriadas para a obtengfio de culturas de células de medula 6ssea
humana com expressdo completa do fendtipo osteoblastico para serem utilizadas como
modelo in vitro no estudo da biocompatibilidade e bioactividade de materiais utilizados

para substituicdo Ossea.

Na primeira parte do trabalho foi investigado o comportamento de proliferagéo e actividade
funcional de células de medula 6ssea humana cultivadas em dois meios de cultura
extensivamente utilizados, o- Minimal Essential Medium Eagle (a-MEM) e Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) e na presenga de acido ascorbico (AA), B-glicerofosfato
(B-GF) e dexametasona (Dex), substdncias que de acordo com o descrito na literatura'"’
favorecem o desenvolvimento de culturas com caracteristicas osteoblasticas. Este estudo foi
efectuado ao longo de trés subculturas de modo a avaliar o comportamento das células
osteoblasticas a longo prazo. Os resultados obtidos mostraram que as células da primeira
subcultura mantidas em o-MEM  apresentaram a melhor relagdio de
proliferacdo/diferenciacdo celular relativamente ao desenvolvimento do fenotipo
osteoblastico. Assim, na segunda parte do trabalho, foram avaliados os efeitos do acido
ascorbico, B-glicerofosfato e dexametasona no comportamento osteoblastico de células de

medula 6ssea humana da primeira subcultura e cultivadas em a-MEM.

2 — CULTURA DE CELULAS DE MEDULA OSSEA
HUMANA: INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA

2.1 - MATERIAL E METODOS

Os reagentes utilizados foram adquiridos a Gibco BRL, Merck e Sigma — Aldrich Quimica
S.A.

CULTURAS CELULARES

As culturas de células osteoblasticas foram efectuadas a partir de medula 6ssea humana,

obtida de procedimentos cirirgicos ortopédicos correctivos efectuados a individuos de
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ambos os sexos, com idades compreendidas entre os 20 e os 60 anos, que nfo estavam a ser
submetidos a qualquer tipo de terapéutica medicamentosa. A medula éssea foi cultivada em
a- Minimal Essential Medium Eagle (a-MEM) e em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) enriquecidos com 10% de soro bovino fetal (SBF); foram igualmente adicionados
2,5 pg.ml” de fungizona e 50 pg.ml’ de gentamicina, um antifngico ¢ um antibi6tico
respectivamente, de modo a evitar possiveis contaminagdes. As culturas foram incubadas a
37 °C numa atmosfera himida contendo 95% de ar ¢ 5% de CO, e 0 meio foi mudado duas
vezes por semana. Estas culturas foram mantidas até proximo da confluéncia e, nesta fase,
as células foram libertadas enzimaticamente (solugdo de 0,04% de tripsina e 0,025% de
colagenase), contadas num hemocitometro (Celltac — NIHON KOHDEN) e semeadas em
microplacas de 96 pogos para cultura de células (COSTAR). A 2* e 3° subculturas foram
obtidas por tripsinizagfio da 1* e 2* subculturas, respectivamente, efectuada durante a fase
exponencial de crescimento. As células em subcultura foram semeadas a uma densidade de
10* células por centimetro quadrado (10* células.cm™) e cultivadas em condigBes
experimentais idénticas as utilizadas na cultura primaria e na presenca de acido
ascoérbico (50 pg.ml™), B-glicerofosfato (10 mmol.L™") e dexametasona (10 nmol.L™)
por um periodo de 35 dias. A monitorizagdo das culturas foi feita diariamente, utilizando

um microscopio de contraste de fase.

CARACTERIZACAO DAS CULTURAS CELULARES

As culturas celulares mantidas em condi¢des experimentais seleccionadas foram
caracterizadas nos dias 3, 7, 14, 21, 28, e 35 para avaliagio da morfologia celular,
proliferacio celular, contetido em proteina total, actividade da fosfatase alcalina e
capacidade de formagfio de depositos de fosfato de célcio na matriz extracelular. Assim, a
determinacio dos parimetros mencionados foi efectuada em intervalos de 3 a 7 dias e,
nestas condigdes, ndo € possivel avaliar o momento exacto da expressdo maxima dos varios

parametros.

Morfologia celular

As células de medula 6ssea humana foram observadas durante a fase inicial da cultura, isto
é,30 min, 1 h, 4 h e 24 h ap6s o inicio da cultura e ao longo do periodo de incubagdo. As
células foram observadas por microscopia de contraste de fase e por microscopia

electronica de varrimento (MEV).
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Métodos bioquimicos

a) Proliferagdo/viabilidade celular

Avaliada pelo ensaio do MTT que se baseia na redugéo do sal de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)  pelas  células  vidveis e  determinacdo
espectrofotométrica do produto formado'”%.

Em cada dia seleccionado para este ensaio, foram adicionados 10 pl de MTT (5 mg.ml?) a
cada pogo e as células foram incubadas por um periodo de 4 horas, nas condigdes acima
referidas. O MTT ¢ entdio incorporado pelas células metabolicamente activas, produzindo
cristais de formazan de cor plrpura que se acumulam no seu interior. No final deste tempo,
foram adicionados 100 ul de Dimetilsulféxido a cada pogo. As placas foram agitadas a

temperatura ambiente durante 1 minuto para dissolver os cristais de formazan, ¢ em

seguida, as amostras foram lidas num leitor ELISA (Denley Wellscan), a 600 nm.

b) Proteina total

Avaliada pelo método de Lowry'™, que se baseia na reac¢do do reagente de Folin-
Ciocalteau com os aminoacidos aromaticos (tirosina e fenilalanina), apds tratamento com
uma solugiio alcalina, originando um produto azul que ¢ medido espectrofotometricamente.
Apbs a remogdo do meio de cultura, as células foram lavadas duas vezes com uma solugéo
tampdo fosfatada (“Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline” — PBS). Foram adicionados a
cada pogo 100 pl de NaOH 0,1M e as placas foram incubadas a 37°C durante 1 hora. Ao
fim deste tempo, foram adicionados 500 pl de uma solugéo (0,01 g.ml! de tartarato de
sodio + 0,005 g.ml'l de CuS04.5H,0 em agua destilada com 1 gota de H,SO4 concentrado
+20 g.L" NayCO3; em NaOH 0,1M, numa proporgdo de 1:9) e deixou-se actuar durante 10
minutos. Foram entdo adicionados 50 pl de reagente fenol (reagente Folin-Ciocalteau
diluido em agua destilada, numa razfio de 1:1) a cada pogo e as amostras foram mantidas
durante 1 hora, no escuro. A absorvancia de cada amostra foi determinada a 750 nm num
espectrofotémetro de fluxo continuo (JENWAY 6405) e comparada com os valores obtidos
para uma série de padrdes de albumina sérica bovina feitos a partir de uma solugdo de
0,5 mg.ml" em NaOH 0,1M. Os resultados obtidos foram expressos em microgramas de

proteina existente na amostra por centimetro quadrado ( ug.cm‘z).
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¢) Actividade da fosfatase alcalina

Avaliada pela hidrélise do p-nitrofenilfosfato pela fosfatase alcalina e determinago
espectrofotométrica do p-nitrofenol formado.

Ap6s a remogiio do meio de cultura, as células foram lavadas duas vezes com uma solugao
tampéo, pH 7,4 (PBS) e foram adicionados 100 pl de 4gua destilada com 0,1% Triton X-100
a cada pogo. Seguidamente, adicionaram-se 80 pl de substrato (solugdo a 25 mmol.L" de
p-nitrofenilfosfato em tampéo alcalino) a cada pogo e as placas foram incubadas a 37°C,
por um periodo adicional de 30 minutos. A reacgdo foi interrompida pela adigdo de 20 pl de
NaOH 5 M. A absorvancia de cada amostra foi determinada a 405 nm num leitor ELISA
(Denley Wellscan) e comparada com os valores obtidos para uma série de padrdes de
p-nitrofenol. Os resultados foram expressos em nanomoles de p-nitrofenol produzido por
minuto € por centimetro quadrado (nmol.min'l.cm'z) ou por micrograma de proteina

(nmol.min™.pug protel'na'l).

Métodos histoquimicos

As culturas, apos fixacdo com 1.5% glutaraldeido em 0,14 M tampéo cacodilato de sodio
durante 10 minutos, foram coradas histoquimicamente para identificagdo da presenca de
fosfatase alcalina, depositos de célcio (método da Alizarina vermelha) e depositos de

fosfato (método de von Kossa)'™.

a) Identificagdo histoquimica da fosfatase alcalina

Baseada na hidrolise do nafiil fosfato de sédio (éster fosforico) pela fosfatase alcalina e
precipitagio do fosfato libertado por reacgio com um composto apropriado (sal de
diaz6nio).

As culturas fixadas foram mantidas durante 1 hora no escuro, com uma solugéo preparada
em tampao Tris, pH 10, contendo 2 mg.ml” de naftil fosfato de sédio e 2 mg.ml” de fast
blue RR salt (Sigma F-0500); a incubag@o foi interrompida com a lavagem das amostras
com agua destilada.

A reaccdio positiva traduz-se no aparecimento de uma coloragio de castanho a preto.
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b) Identificacdo histoquimica de depdsitos mineralizados

Método da Alizarina vermelha
A alizarina vermelha, em solucdio aquosa, combina-se com o calcio, originando um
precipitado vermelho denso.
Apbs a fixagio, as culturas foram cobertas com uma solugdo de S alizarin sulfonato de
sodio (0,028% v/v em NH4OH) a 1%, pH 6,4, durante 2 minutos, sendo depois lavadas com
agua destilada e etanol acido (etanol a 95%, HCl a 0,01% v/v).

A reaccdio positiva traduz-se no aparecimento de depdsitos vermethos na matriz.

Meétodo de von Kossa

Consiste na formacéo de fosfato de prata a partir dos fosfatos de célcio existentes na matriz
Ossea, na presenca de nitrato de prata. O fosfato de prata formado € reduzido pela luz
(radiagdo U.V.), libertando-se prata metalica.

Uma vez fixadas, as culturas foram cobertas com uma solugdo de nitrato de prata a 1% e
mantidas durante 1 hora debaixo de uma lAmpada de U.V.; depois de lavadas com agua
destilada, foram cobertas com uma solugéo de tiossulfato de sodio durante 2 minutos, sendo
novamente lavadas com agua destilada.

A reaccdio positiva traduz-se no aparecimento de depositos negros na matriz.

Microscopia electronica de varrimento

Esta técnica ¢ utilizada para analisar a morfologia das células 6sseas durante o periodo de
incubagiio e a capacidade de formagdo de areas mineralizadas. As culturas foram fixadas
com 1,5% glutaraldeido em 0,14 M tampdo de cacodilato de sédio, durante 10 minutos,
desidratadas em varios alcoois de graduagdo crescente (70%, 80%, 90% e 100%) e
submetidas a secagem por ponto critico de CO,. De seguida, foram revestidas com um
filme de ouro ou de carbono, observadas num microscépio electronico de varrimento (Jeol
JSM-6301F) e analisadas por espectroscopia de raios X de dispersdo de energias (Voyager

XRMA System, Noran Instruments).

Andlise estatistica

Os dados apresentados em cada secgfo deste trabalho sdio o resultado de trés experiéncias
separadas, realizadas em culturas celulares obtidas a partir de trés dadores diferentes de

medula 6ssea (dadores de ambos os sexos, com idades compreendidas entre os 20-60 anos).

58



Modulaciio farmacolégica da interacciio tecido ésseo/biomateriais. Estudos in vitro.

Em cada uma das experiéncias e para cada um dos ensaios bioquimicos foram efectuadas
oito réplicas. Os resultados bioquimicos sdo apresentados como média + desvio padréo.

As médias obtidas nas vérias experiéncias foram comparadas por uma andlise de varidncia
(ANOVA), tendo-se verificado a ndio existéncia de diferengas significativas entre as
experiéncias realizadas. Em cada experiéncia, as diferencas estatisticas observadas entre as
culturas em estudo e a cultura controlo respectiva foram determinadas pelo método de

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

2.2 - RESULTADOS

Proliferacio/viabilidade celular. Conteiido total de proteina
As culturas celulares mantidas em ambos os meios de cultura proliferaram ao longo do

tempo de incubacéo (Fig. 4).

Figura 4 — Aspecto microscépio de células em cultura; 1* subcultura em a-MEM, 7 dias. Fotografia de

contraste de fase (x40).

O padriio de proliferagdo celular foi semelhante nas culturas que cresceram em a-MEM e
em DMEM, tal como é demonstrado pelos resultados obtidos pelo ensaio do MTT e pelo

conteudo total de proteina (Figs. 5 € 6).
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Na primeira subcultura, as células proliferaram activamente durante cerca de trés semanas,
observando-se de seguida uma redugdo significativa dos valores de redugdo do MTT e
proteina total; durante a fase de crescimento exponencial, as células cultivadas em DMEM
apresentaram valores de proliferagiio superiores as células cultivadas em a-MEM, que
atingiram o valor maximo mais tarde (Fig. 5A).

A segunda e terceira subculturas apresentaram um padrio de crescimento celular diferente.
Em o-MEM, as células apresentaram um crescimento continuo, enquanto que em DMEM,
apenas se verificou uma pequena redugdo da proliferagdio na tltima semana (5%) de cultura

(Figs. 5B,C). Contudo, os valores maximos de proliferagdo foram semelhantes para os dois

meios.
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De acordo com vérios estudos efectuados sobre o desenvolvimento do fenétipo
osteobldstico, existe uma sequéncia temporal da diferenciagdo destas células, envolvendo
trés fases: proliferagdo celular activa, sintese, deposi¢éio e maturagdo da matriz extracelular
de colagénio e mineralizagfo da matriz. A cada fase corresponde um estadio de proliferagéo
celular, bem como a expressdo de determinados marcadores osteoblasticos''”!!%120:1%%,
Assim, o periodo de proliferagdo intensa observado nas culturas estd funcionalmente
relacionado com a sintese da matriz extracelular pelos osteoblastos e a redugdo do
crescimento celular é provavelmente o resultado da acumulagfio e maturagdo da matriz,
tornando-a apta para o processo de mineralizagio'>'?>"**!"* Assim, de acordo com este

modelo, os resultados obtidos sugerem que a partir da 1? subcultura as populag¢des celulares

em cultura sdo mais proliferativas durante o tempo de incubagéo estudado.

60 -
B
50 -
& a0 *
£ E
o o *
2 g2 %
lE & 20 2
o o |
10 -
v 0 . . ; :
40 0 10 20 30 40
Dias Dias
60 - . , ;
C Figura 6 — Contetado total de proteina de
50 - culturas de medula 6ssea humana mantidas
& 40 | ao longo de trés subculturas em o-MEM
E
- 20 . (m) e em DMEM (o).
= 7 o .
o Primeira (A), segunda (B) e terceira (C)
= 20 -
7) subculturas.
10 4 *Significativamente diferente das culturas
0 que cresceram em o-MEM.
0 10 20 30 40

Dias

61



Modulagiio farmacolégica da interacgiio tecido 6sseo/biomateriais. Estudos in vitro.

O contetdo total de proteina (Figs. 6A-C) das culturas que cresceram nos dois meios de
cultura seguiu um padriio semelhante ao observado para o teste do MTT, fornecendo um

tipo de informagdo comparavel.

Actividade da fosfatase alcalina

Os resultados referentes a actividade da fosfatase alcalina mostraram que, tanto o meio de
cultura como a subcultura celular afectam os niveis desta enzima nas culturas osteoblasticas
(Figs. 7a) e b)).

Na primeira subcultura, os niveis de fosfatase alcalina foram baixos durante a 1* semana
mas aumentaram significativamente durante a 2* semana, atingindo valores maximos por
volta do dia 14 em ambos os meios. Nas culturas efectuadas em a-MEM, o valor méximo
foi significativamente maior e os niveis da enzima baixaram imediatamente depois de
atingir este valor. Nas culturas efectuadas em DMEM, a actividade da enzima também
baixou depois do dia 14, mas esta redugdio foi menos significativa do que a observada nas
culturas mantidas em a-MEM (Fig. 7A). O aumento significativo da actividade da fosfatase
alcalina durante a 2* semana sugere um aumento da diferenciagdo celular, visto que os
niveis desta enzima tém sido utilizados em ensaios in vitro como marcador da diferenciacdo
osteoblastica! 517122137, 147.175.

A subcultura sucessiva resultou numa diminui¢do da actividade da fosfatase, tanto nas
culturas efectuadas em a-MEM como nas culturas mantidas em DMEM; este efeito foi
principalmente evidente na passagem da primeira para a segunda subcultura (Fig. 7B). Na
segunda e terceira subculturas, e em ambos os meios, a variagdo da actividade da enzima
seguiu um padrdo diferente ao longo do tempo de incubagdo, comparativamente com a
primeira subcultura. Em a-MEM, as células da segunda passagem atingiram valores
maximos de fosfatase alcalina inferiores € mais tardios (15,01 £+ 2,66 nmol.min".cm?, por
volta do dia 21) do que os observados nas mesmas condi¢des na primeira subcultura (49,73
+3,93 nmol.min"\.cm?, no dia 14), mantendo-se aproximadamente constantes até ao fim da
cultura. A terceira subcultura apresentou valores ainda mais baixos (Fig. 7C). Nas culturas
efectuadas em DMEM, foram detectados niveis muito baixos de fosfatase alcalina na
segunda e terceira subculturas e a actividade da enzima foi mais baixa do que a observada

nas correspondentes culturas mantidas em a-MEM (Figs. 7B,C).
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Figura 7 — Actividade da fosfatase alcalina de culturas de medula dssea humana mantidas ao longo de trés
subculturas em o-MEM (®) e em DMEM (#). Primeira (A), segunda (B) e terceira (C) subculturas; a) expressa
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*Significativamente diferente das culturas que cresceram em o-MEM.
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Figura 8 — Aspecto microscépico de culturas celulares de medula 6ssea humana coradas histoquimicamente

para a presenga de fosfatase alcalina; 1* subcultura em o-MEM; 7 dias (A, x40; B, x100); 21 dias (C, x40).
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O estudo histoquimico para a detec¢do da fosfatase alcalina nas culturas mantidas em o-MEM

e DMEM mostrou resultados semelhantes aos obtidos na determinagéio bioquimica da enzima

(Fig. 8).

Figura 9 — Aspecto microscopico de culturas celulares de medula 6ssea humana coradas histoquimicamente

para a presenga de depésitos minerais; 1* subcultura em a-MEM.
a) depositos de célcio (reacglio de Alizarina vermelha);

14 dias (A, reacgdo negativa); 21 dias (B, reac¢fo positiva) (x100).
b) depdsitos de fosfato (reacgdo de von Kossa);

14 dias (A, reac¢do negativa); 21 dias (B, reacgfo positiva) (x40).
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Formacdo de depdsitos de fosfato de cdlcio

A formacdo de depésitos minerais de fosfato de célcio ocorreu a seguir ao valor maximo da
actividade da fosfatase alcalina. Os resultados observados nas culturas efectuadas em a-MEM
parecem sugerir que este meio de cultura providencia condi¢des mais favoraveis para a
deposi¢iio destes minerais, visto que na primeira subcultura, as reacgdes histoquimicas
foram positivas no dia 21 (Fig. 9), enquanto que nas culturas mantidas em DMEM, os
depésitos minerais foram detectados mais tarde (dia 28); além disso, a intensidade da
reacgdo foi superior nas culturas efectuadas em o-MEM (Tabela IV). Estes resultados
foram confirmados pela observagdo das culturas celulares por MEV (Figs. 10A,B). Esta
observacdo mostrou que a proliferagio das células de medula 6ssea foi acompanhada pela
produgdo de uma matriz extracelular fibrilar, em ambos os meios de cultura. Nas culturas
efectuadas em o-MEM, a presenga de depdsitos mineralizados na matriz foi evidente no dia
21, observando-se numerosas estruturas globulares que, através de microanalise por raios
X, mostraram conter Ca e P (Fig. 11). Estas estruturas foram aumentando em numero ao
longo do tempo de incubagdo e tenderam a fundir-se, formando depésitos minerais de
dimensdes maiores. Em concordincia com os resultados histoquimicos, a preseng¢a dos
depositos de fosfato de calcio foram observados mais tarde (dia 28) e em menor quantidade

nas culturas efectuadas em DMEM.

Tabela IV — Reacgo histoquimica para a detecgdio de depdsitos de fosfato de clcio (método de von Kossa)
em culturas de células osteoblasticas de medula 6ssea humana, aos 21, 28 e 35 dias — primeira, segunda ¢

terceira subculturas, mantidas em o-MEM e em DMEM.

21 dias 28 dias 35 dias
Subcultura
a-MEM DMEM aMEM DMEM aMEM DMEM
1* + - ++ + +++ ++
28 - - + - ++ -
3 - - - - - -

A intensidade da coloragdio ¢ definida do seguinte modo: -, coloragdo negativa; +, coloragdo positiva de fraca

intensidade; ++, coloragiio positiva de média intensidade; +++, coloragio positiva de elevada intensidade.
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Figura 10 — Fotografias de microscopia electrénica de varrimento de culturas de células de medula Gssea

humana com 28 dias — 1 subcultura, «-MEM (A) e DMEM (B).
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Figura 11 — Espectro de raios X das estruturas minerais presentes na 1? subcultura mantida em o-MEM
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Figura 12 — Aspecto microscopico da primeira e segunda subculturas mantidas em a-MEM e em DMEM,

com 28 dias, e coradas para detecgdo de depdsitos de fosfato de calcio (método de von Kossa) (x 20).

Apenas as células da segunda subcultura mantida em o-MEM mostraram uma reacgéo
histoquimica para a detecgdo de depésitos minerais fracamente positiva e detectada mais
tarde (dia 28) do que na primeira subcultura (dia 21) (Tabela IV). A Fig. 12 compara o
aspecto da primeira ¢ segunda subculturas com 28 dias, cultivadas em o-MEM e em
DMEM, e coradas pelo método de von Kossa para detecgiio de depdsitos mineralizados. A
observagdo das culturas por MEV também demonstrou que a abundincia de estruturas
minerais diminui com a subcultura sucessiva, apresentando a matriz extracelular um padréo
de mineralizagio mais disperso. A presenga de depdsitos minerais ainda foi observada na
segunda subcultura efectuada em o-MEM. As outras subculturas (3* em a-MEM, 2* ¢ 3" em
DMEM) mostraram uma estrutura formada apenas por células e uma matriz extracelular
fibrilar, tal como se pode observar na Fig.13 que mostra o aspecto, aos 28 dias, da 3°

subcultura efectuada em a-MEM.
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Figura 13 — Fotografia de microscopia electrénica de varrimento da terceira subcultura mantida em o-MEM

durante 28 dias.
2.3 - DISCUSSAO

Tendo em conta que a proliferagdo celular ndo foi afectada significativamente pela
subcultura sucessiva, ao contrario da fosfatase alcalina que €, como ja foi referido, um
marcador in vitro da diferenciacio osteoblastica, estes resultados sugerem que a passagem
sucessiva das células resulta no aparecimento de uma populagio celular progressivamente
menos diferenciada. Tal facto estd provavelmente relacionado com a progressiva selecgéo
de uma populagfio celular cada vez mais proliferativa ao longo das passagens''?, logo num

15,122,147

estado de diferenciagio menos adiantado Assim, a densidade efectiva de

osteoblastos maduros, capazes de sintetizar uma matriz extracelular, diminui ao longo do
121

'3

processo de subcultura'®’. Esta hipdtese ¢ sustentada pelos resultados obtidos para a
proliferagdo celular (Figs. 5 e 6), onde se verifica um crescimento celular continuo a
medida que aumenta o niimero de passagens, para os niveis maximos de fosfatase alcalina,
que s3o mais baixos, aparecem mais tarde e permanecem constantes depois disso (Fig. 7), e
para a capacidade de formar depésitos mineralizados, que diminui ao longo das subculturas

(Tabela IV, Figs. 9, 12 e 13).

Os resultados apresentados nas figuras 5 e 6 mostram que apesar das culturas efectuadas em

a-MEM e DMEM apresentarem uma proliferagdo celular semelbante, a actividade da
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fosfatase alcalina foi significativamente mais baixa nas culturas mantidas em DMEM. A
formagio de depdsitos minerais ocorreu mais tarde neste meio de cultura e foi apenas
observada na primeira subcultura. A actividade da enzima foi muito baixa na segunda e
terceira subculturas e esta é provavelmente a razdo pela qual a mineralizagéo ndo ocorreu.
A fosfatase alcalina é normalmente associada a calcificagio biologica, pelo facto de se
verificar elevados niveis da enzima antes do periodo de activa mineralizagéo da matriz e
uma reducfio significativa da sua actividade, durante as fases subsequentes da deposi¢do
mineral. Assim, é aparentemente necessaria uma expressdo significativa da fosfatase
alcalina para que a mineralizagdo da matriz se inicie, visto que a enzima, ao hidrolisar
fosfatos orgnicos (neste caso, o B-GF), contribui para o enriquecimento local de fosfato
inorganico necessario para a nucleagio e proliferacdo dos cristais de hidroxiapatite''®.

Os resultados deste estudo mostram que os dois meios de cultura utilizados afectam a
expressdo dos pardmetros osteoblasticos de modo diferente. O DMEM ¢ um meio de
cultura menos rico, particularmente em aminoacidos e vitaminas, embora a concentragdo
dos nutrientes seja, no total, maior do que a existente no a-MEM. Tal facto explica
provavelmente os valores mais elevados de proliferagdo celular apresentados pela primeira
subcultura efectuada em DMEM, comparativamente com os observados na primeira
subcultura mantida em o-MEM, durante a fase exponencial do crescimento. A
diferenciagfo celular parece ser mais estimulada nas culturas efectuadas em a-MEM do que
nas que cresceram na presenga de DMEM. Esta observagdo deve-se provavelmente ao facto
de o a-MEM conter acido ascorbico na sua constitui¢io (0,05 g.L™), e por isso, as
concentragdes finais deste composto nas culturas mantidas em a-MEM ¢ DMEM serem na

realidade, 100 pg.ml” e 50 pg.ml™, respectivamente.

O 4cido ascorbico é um co-factor enzimatico e antioxidante que estimula a transcrigdo, a
tradugfo e o processo de pds-traducdo do colagénio nas células do tecido conjuntivo'’®. Nas
culturas de células osseas, este composto estimula a diferenciagdo osteoblastica, a sintese e
deposigdo de colagénio e a mineralizagdo da matriz' #7177 Em condigdes fisiologicas
normais, in vivo, toda a vitamina C plasmatica existe sob a forma de &cido ascorbico.
Contudo, em condi¢des patologicas, tal como a inflamagio ou durante o processo de
cicatrizagfio, 0 4cido ascorbico extracelular é oxidado a acido L-desidroascorbico (DHAA),

que pode por sua vez ser captado pelas células e reduzido a dcido ascorbico. E possivel que
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este mecanismo ocorra durante o processo de remodelagdo Ossea e contribua para o
acoplamento entre a formagdo Ossea e a reabsor¢do osteoclastica do osso. Os osteoclastos,
que sdo fonte de radicais livres de oxigénio, podem oxidar o acido ascorbico extracelular; o
DHAA resultante pode entdo ser captado e reduzido pelos pré-osteoblastos e osteoblastos
vizinhos, estimulando assim a sua diferenciagdo e a producfio da matriz extracelular de

soe 1
colagénio'’®,

Ha virios estudos efectuados em culturas de abébada craniana de rato'” que sugerem que a
sintese de colagénio aumenta com concentracdes crescentes de acido ascorbico e que o
consequente aumento na acumulagdo da matriz extracelular estd associado a uma menor
proliferacdo celular, a uma maior actividade da fosfatase alcalina e a uma maior capacidade

17,22,117,120,147

de formar uma matriz mineralizada , caracteristicas que estdo directamente

. . . ~ , . 2
relacionadas com a diferenciagfio osteoblastica!®?%147:175,

Tendo em consideragdo que a subcultura sucessiva das células parece contribuir para a
seleccio de uma populagdo celular menos diferenciada, a diminui¢do nos pardmetros
osteoblasticos observada na segunda e terceira subculturas, nomeadamente, uma menor
actividade da fosfatase alcalina e uma capacidade reduzida para formar depoésitos de fosfato
de calcio, pode estar relacionada com a formagio de uma matriz extracelular inadequada
(em quantidade e qualidade). Este processo ¢ mais significativo nas culturas efectuadas em
DMEM, o que estd de acordo com o facto de que, nesta situagio, as culturas cresceram na

presenca de uma concentragdo inferior de acido ascorbico.

2.4 - CONCLUSAO

Neste trabalho, células de medula éssea humana foram cultivadas durante 35 dias em
condi¢des experimentais que favorecem a diferencia¢do osteobldstica e as subculturas
sucessivas foram mantidas em dois meios de cultura amplamente utilizados, o- Minimal
Essential Medium Eagle (a-MEM) e em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM).
Os resultados obtidos mostraram que a proliferagdo celular foi semelhante nas culturas
mantidas em ambos os meios, mas a actividade da fosfatase alcalina e a capacidade para
formar dep6sitos mineralizados foram mais baixas nas culturas efectuadas em DMEM. Em
ambas as situagdes experimentais, os pardmetros osteoblasticos foram fortemente reduzidos

com a subcultura sucessiva, particularmente na passagem da primeira para a segunda

71



Modulagiio farmacologica da interaccio tecido osseo/biomateriais. Estudos in vifro.

subcultura. Estes resultados apontam para a importincia da definicdo das condigcdes

experimentais em estudos que envolvem culturas de células Osseas.

3 — CULTURA DE CELULAS DE MEDULA OSSEA HUMANA:
EFEITO DO ACIDO ASCORBICO, B-GLICEROFOSFATO
E DEXAMETASONA NA DIFERENCIACAO
OSTEOBLASTICA

Tendo em consideragdo o comportamento das células de medula 6ssea humana cultivadas
em a-MEM e sabendo que a expressdo do fenotipo osteoblastico em cultura depende da
composi¢do do meio de cultura, nomeadamente, da presen¢a de compostos que influenciam

1
3168170 efectuou-se um estudo que teve como

a proliferagdo e a diferenciacdo celulares
objectivo comparar varias condigdes de cultura, de modo a maximizar a indugio da
expressdo dos marcadores osteoblasticos nestas culturas. Assim, as células de medula 6ssea
humana foram cultivadas na presenga de: (1) 4cido ascorbico (AA), um co-factor
enzimatico que estimula a sintese e matura¢do do colagénio, (2) B-glicerofosfato (B-GF),
fonte de fosfato inorgénico necessario para o processo de mineralizagéo e (3) dexametasona
(Dex), um glucocorticoide que induz o fenotipo osteoblastico em numerosos sistemas
celulares; as células também foram cultivadas na presenca de duas combinagdes destes
compostos, (4) AA + B-GF e (5) AA + B-GF + Dex. Na sequéncia dos resultados
apresentados na secg@o anterior, em que se observa uma perda progressiva do fenétipo
osteoblastico das células de medula ossea ao longo das sucessivas subculturas, todas as

experiéncias foram realizadas na 1? subcultura.

3.1- MATERIAL E METODOS

CULTURAS CELULARES

As células de medula 6ssea humana foram cultivadas em condi¢des experimentais
idénticas as descritas na sec¢do anterior (sec¢do 2.1). Apds a tripsinizagdio da cultura
priméria, as células foram cultivadas (10* células.cm™) por um periodo de 42 dias em

meio padréo (a-MEM enriquecido com soro bovino fetal, gentamicina e fungizona) ¢ na
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presenga, isolada ou combinada, de compostos que influenciam a proliferagdo e a
diferencia¢do das células osteoblasticas: 4cido ascorbico (AA, 50 pg.ml™), p-glicerofosfato
(B-GF, 10 mmol.L™") e dexametasona (Dex, 10 nmol.L™").

Assim, foram testadas cinco situagOes: (i) presenca de AA; (ii) presenga de B-GF; (iii)

presenga de Dex; (iv) presenca de AA + B-GF; (v) presenga de AA + B-GF + Dex.

CARACTERIZACAO DAS CULTURAS CELULARES

As culturas celulares foram caracterizadas relativamente a proliferagdo/viabilidade celular
(ensaio do MTT), conteudo total de proteina e actividade da fosfatase alcalina, de acordo
com a metodologia descrita no capitulo II (sec¢do 2.1). As culturas foram caracterizadas
nos dias 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 42.

3.2 - RESULTADOS/DISCUSSAO

. . A - R b
O crescimento ¢ a diferenciagfo celulares dependem em parte da adesdo celular inicial

182 As observagdes por microscopia de contraste de fase ¢ MEV mostraram que durante as
primeiras 24 horas de incubagio, a adesdo das células de medula 6ssea a superficie de
plastico da placa de cultura seguiu uma sequéncia semelhante em todas as situagdes
testadas. Estas observagdes revelaram que 30 minutos apds o inicio da cultura o citoplasma
ja estava visivelmente expandido e que, 4 horas depois, estava totalmente “espalhado” com
o nucleo aparente (embora se pudesse observar coexisténcia de células em diferentes fases
de adesdo). Ao fim de 24 horas de incubagdo, as células apresentavam uma morfologia
fibroblastica mas, nas culturas com 7 dias, j4 demonstravam um aspecto poligonal,
sugerindo um desenvolvimento no processo de diferenciagiio osteoblastica'™'” (Fig. 14I-
VIII). As alteragbes morfologicas que ocorrem durante a adesdo e expansdo das células
correspondem a reorganizagdo do citoesqueleto, estrutura que desempenha um papel
importante na modelagdo da forma da célula e no comportamento celular (incluindo a

transcri¢io nuclear e a diferenciagio)'>'*"1%,
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Figura 14 — Fotografias de microscopia electronica de varrimento (A) e de microscopia 6ptica (B, de células
coradas histoquimicamente para detecgdo da fosfatase alcalina: I, II, TIT e IV: 400x; V e VI: 100x) de culturas
osteoblasticas de medula ¢ssea humana, mantidas na presenca de AA + B-GF + Dex, ao fim de 30 min (I), 1h
(IT), 2h (III), 2h-aspecto geral (IV), 24h (V) e 7 dias de incubagdo (VI).

Morfologia de uma célula com 24 horas (VII) e 7 dias (VIII).

As culturas celulares que cresceram nas diferentes condi¢Ses experimentais apresentaram
um aspecto morfolégico semelhante até ao dia 14. As culturas mostraram a formag&o de

camadas multicelulares com um aspecto continuo e ndo se verificou a existéncia de
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depésitos de fosfato de calcio. Contudo, a partir da segunda semana de incubagfo, surgiram
diferencas no comportamento das varias culturas celulares. Os resultados obtidos nos
ensaios histoquimicos mostraram que as culturas que cresceram em meio padrdo e na
presenga isolada de AA ou Dex apresentaram reac¢des negativas para a deposi¢do mineral

ao longo do periodo de incubagéo (Fig. 15).

DIAS 14 21 28 35 42

Meio Padrio
AA
Dex
B-GF
AA + B-GF

AA + B-GF + Dex

Figura 15 — Reacgdo histoquimica para a detecgdo de depositos de fosfato de célcio (método da Alizarina
vermelha) em culturas de células osteoblasticas de medula 6ssea humana, mantidas em diversas condig6es
experimentais, nos dias 14, 21, 28, 35 ¢ 42.

A intensidade da colorago é definida do seguinte modo: -, coloragdo negativa; +, coloragfo positiva de fraca

intensidade; ++, coloragdo positiva de média intensidade; +++, coloragfo positiva de elevada intensidade.

A observacio destas culturas por MEV mostrou a presenga de camadas multicelulares
continuas e uma matriz extracelular fibrilar, ndo evidenciando a presenca de depdsitos
mineralizados (Figs. 16A,B). Apenas as culturas que cresceram na presenga de B-GF,
isolado ou em combinagfo com outros suplementos, apresentaram capacidade para formar
dep6sitos minerais. No dia 21, a reacgfo histoquimica para estes depositos era fracamente
positiva nas culturas que cresceram na presenga de B-GF e positiva nas que cresceram na
presenca de AA + B-GF + Dex; as culturas que cresceram num meio contendo AA + B-GF
comegaram a mineralizar mais tarde (por volta do dia 28). Nas culturas efectuadas em
condicbes experimentais que permitiram a mineralizagio da matriz, a intensidade das

reac¢des aumentou com o tempo de incubagfo (Figs. 15 e 17). A observagdo destas culturas
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por MEV nos dias 35 ¢ 42 mostrou a presenga de numerosos depositos globulares,

principalmente nas culturas tratadas com AA + B-GF + Dex (Figs. 16C,D).

ild‘w%m : ’
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Figura 16 — Fotografias de microscopia electronica de varrimento de culturas de células osteoblasticas de
medula 6ssea humana mantidas em meio padrio (A), na presen¢a de AA + B-GF (B) € de AA + B-GF + Dex
(C, D: ampliagdo).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que as células de medula 6ssea humana
cultivadas na presenga de B-GF apresentaram valores relativamente baixos para a
proliferagio celular, contetdo total de proteina e actividade da fosfatase alcalina (Fig. 18);
no entanto, ¢ comparando com as culturas que cresceram em meio padréo, o valor maximo
de fosfatase alcalina foi atingido mais cedo (dia 21-28) e a formagdo de depositos

mineralizados foi observada a partir do dia 21.

77



Modulagdo farmacolégica da interacgfio tecido 6sseo/biomateriais. Estudos in vitro.

Figura 17 — Culturas celulares de medula ¢ssea humana mantidas na presenca de AA + B-GF + Dex coradas
histoquimicamente para a presenga de fosfatase alcalina e depésitos de fosfato de calcio (método de von

Kossa) nos dias 21 (A e A’),28 (BeB’),35(CeC)e42(DeD’).

O B-GF ¢é usualmente adicionado as culturas de células 6sseas para induzir a osteogénese e
promover a mineralizagfio da matriz oste6ide, ao actuar como substrato da fosfatase alcalina
in vitro? W PHSIABTIO0I0ISSISBIBAIE 3 mecanismo pelo qual este composto induz a
mineralizagio esta intimamente ligado a uma elevada actividade da fosfatase alcalina nas
culturas osteoblasticas; esta enzima hidrolisa rapidamente o B-GF e eleva, deste modo, a
concentragio local de fosfato inorgénico, fornecendo o potencial quimico necessario para a
deposigéo mineral?!1&13%155.18 Bellows e col.'*® demonstraram que, em sistemas celulares
semelhantes ao descrito neste trabalho e em condigdes experimentais idénticas as utilizadas,
o B-GF é totalmente degradado em fosfato inorginico pela fosfatase alcalina, pois em
culturas efectuadas na presenga de um inibidor da enzima nfio se observa hidrélise deste

composto.

Como ja foi referido anteriormente, o 4cido ascorbico desempenha um papel importante na
produgdo da matriz 6ssea extracelular de colagéniom’m’15 8 Nas condigbes experimentais
utilizadas e comparativamente com o observado nas culturas mantidas em meio padréo, a
presenga de AA no meio de cultura aparentemente ndo afectou significativamente os

pardmetros de crescimento celular e a actividade da fosfatase alcalina nas culturas de
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células de medula 6ssea. As culturas que cresceram unicamente na presenga de AA
apresentaram um crescimento celular e niveis de fosfatase alcalina semelhantes as culturas
que cresceram em meio padrdo, embora os valores maximos para a redugdio do MTT
fossem atingidos mais tarde (dia 35). A presenca adicional de AA no meio com B-GF
resultou num pequeno aumento na proliferagdio celular, principalmente a partir do dia 28
(Fig. 18A), enquanto que a actividade da fosfatase alcalina seguiu um padrdo semelhante ao
apresentado pelas culturas que cresceram unicamente na presenca de B-GF (Fig. 18C).
Neste trabalho, as células de medula 6ssea foram cultivadas em meio de cultura a-MEM
que ja contém 50 pg.ml”’ de AA e, neste sistema, um aumento deste composto no meio,
aparentemente, nio provocou qualquer efeito significativo nos pardmetros celulares
estudados. Contudo, comparando com as culturas que cresceram apenas na presenga de B-GF,
a formacio de depositos minerais foi detectada alguns dias mais tarde nas culturas que
cresceram na presenga de AA + B-GF (Fig. 15). Este efeito estd provavelmente relacionado
com as diferencas que ocorrem no balango acumulagio/maturacdo da matriz de colagénio
nas duas situacBes experimentais, visto que a quantidade, composicdo e maturagdo da

matriz extracelular afecta a diferenciagéio das células osseas' 1™,

A presenca de dexametasona nas culturas resultou num significativo aumento do
crescimento celular (redugdo do MTT e conteudo total de proteina) (Figs. 18A,B). Este
efeito foi verificado quer nas culturas que nfio mineralizaram (células tratadas com Dex),
quer nas que apresentaram a formacfo de depdsitos mineralizados (culturas tratadas com
AA + B-GF + Dex). A adi¢do de Dex a culturas que cresceram em meio padrdo resultou
num aumento de 20 a 40% nos valores obtidos para a redugdo do MTT, a partir da segunda
semana de incubacfio; comparativamente com as culturas que cresceram num meio
enriquecido apenas com AA + B-GF, a presenga adicional de Dex também resultou num
aumento semelhante da prolifera¢do celular ao longo do tempo de incubagfio. Em ambas as
situagdes experimentais, (Dex; AA + B-GF + Dex), a presenga de Dex induziu
significativamente a actividade da fosfatase alcalina; os niveis da enzima aumentaram a
partir da primeira semana e os valores maximos foram superiores e atingidos mais cedo (dia
21), comparativamente com as culturas que cresceram em meio semelhante, mas na
auséncia do glucocorticoide (respectivamente, meio padrdo e AA + B-GF) (Fig. 18C). Nas
culturas que mineralizaram (AA + B-GF e AA + B-GF + Dex), a presen¢a de Dex aumentou

a capacidade para formar depésitos de fosfato de célcio, tal como é mostrado pela reacgéo
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histoquimica de Alizarina vermelha (Fig. 15) e pela observagdo das culturas por MEV
(Figs. 16B,C).

Os efeitos observados na presenga de Dex devem-se provavelmente a capacidade que os
glucocorticoides possuem de estimular a proliferagdo e/ou a diferenciacdo das células

osteoprogenitoras, promovendo assim a expressdo dos marcadores osteobldsticos nas

7 r 119- 186-1
culturas de células 6sseas'!+119123,186-188

A (A=600 nm)
CTP {zg.cm?)

50 50

Dias Dias

FA/CTP (nmol.min . gg prot”)

Dias

Figura 18 — Proliferag8o/viabilidade celular (A), conteudo total de proteina (B) e actividade da fosfatase
alcalina (C) de culturas de medula éssea humana mantidas nas seguintes condigdes experimentais: meio
padrdo (), AA (m), B-GF (A), Dex (x), AA + B-GF () e AA + B-GF + Dex (@).

*Significativamente diferente das culturas que cresceram em meio padrdo. Os desvios padrio observados

foram < 20 %.
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Os resultados obtidos neste trabalho mostram que os pardmetros de crescimento celular
(redugiio do MTT e contetido total de proteina) atingiram valores superiores nas culturas
que nfio mineralizaram, isto é nas culturas que cresceram em meio padrio € na presenga de
AA ou Dex e que as células proliferaram até mais tarde (aproximadamente, até ao dia 35).
Por outro lado, nas culturas que cresceram na presenga de 3-GF, isolado ou em combinag@o
com outros suplementos, a prolifera¢do celular foi menor ao longo do periodo de incubagdo
e terminou mais cedo (por volta do dia 21). A unica excep¢éo foi observada para as culturas
que cresceram na presenga de AA + B-GF + Dex, que apresentaram uma proliferagéo
celular semelhante a das culturas que cresceram em meio padrdo. Tal facto deve-se ao
efeito de estimulagdio da dexametasona no crescimento das células; contudo o crescimento
celular desta culturas foi significativamente menor do que o observado nas culturas que

cresceram apenas na presenga de Dex.

As células de medula éssea cultivadas em todas as situagdes referidas neste trabalho
apresentaram uma actividade da fosfatase alcalina elevada. Os niveis da enzima
aumentaram ao longo do tempo de incubagdo, de modo analogo a prolifera¢do celular. A

D212 o em células

fosfatase alcalina tem sido associada ao processo de mineralizagéo
cultivadas num meio contendo B-GF, a formagdo dos depdsitos de fosfato de calcio ocorreu
logo depois de atingida a actividade maxima da enzima (Fig. 15C). Durante as fases
subsequentes da deposi¢io mineral, a intensidade das reac¢des histoquimicas para a
deteccéio dos depdsitos de fosfato de célcio aumentou ao longo do tempo de incubagéo
(Figs. 15 e 17), mas os niveis da enzima baixaram significativamente (Figs. 15 ¢ 18C). Esta
observacdo estd de acordo com outros estudos que mostraram que as células estdo
principalmente envolvidas com o inicio do processo de deposi¢do mineral (fornecendo
elevados niveis de fosfatase alcalina, através das vesiculas da matriz), enquanto que a

propagacdo ¢ um mecanismo essencialmente ﬁsico-quimicozz.

Os resultados obtidos mostram que a proliferaciio celular e a actividade da fosfatase
alcalina diminuem para tempos de cultura prolongados, enquanto que a intensidade das
reaccSes histoquimicas para a deposigdo mineral aumenta. Apos o inicio da deposi¢do
mineral, o osteoblasto diferenciado, aprisionado na matriz extracelular, torna-se um

ostedcito que nem prolifera, nem expressa actividade da fosfatase alcalina; além disso,
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durante esta fase da cultura, pode ocorrer apoptose celular, verificando-se

consequentemente uma diminui¢do do numero de células.

A proliferagio das células osteoblasticas estd funcionalmente relacionada com a sintese da
matriz dssea extracelular, ¢ a sua acumulagio e deposi¢do (essenciais para o processo de
mineralizagfio) contribuem para o termo da proliferagéo' A22.M71T5 Por sua vez, a taxa de
formagdo do mineral estd dependente da regulagdo dos niveis de fosfato existentes na
matriz extracelular. Assim, na presenca de uma fonte de ides fosfato (B-GF), e uma vez
alcangada a rela¢do adequada entre a acumulacdo e a maturagdo da matriz extracelular, a
mineralizagdo desta ocorre e consequentemente a proliferacio celular cessa, com os
osteoblastos a serem embebidos na matriz 6ssea e a transformarem-se em osteocitos (estado
terminal da diferenciagio osteoblastica)**'*’. De acordo com este modelo, existe uma
relagdo funcional entre a proliferagdo e a diferenciagdo das células osteoblasticas que &,
como ja foi referido, caracterizada pela expressdo temporal de determinados genes, que
definem os trés principais periodos do desenvolvimento fenotipico dos osteoblastos

. - . ~ . . . ~ 1471
(proliferagdo, desenvolvimento e maturagio da matriz extracelular e mineralizagio)'*”'”.

O comportamento das culturas de células de medula dssea humana parece estar de acordo
com este modelo de diferenciacdo osteoblastica. As culturas que cresceram em condi¢des
experimentais que ndo permitiram a mineraliza¢cdo da matriz extracelular, isto € as culturas
que cresceram na auséncia de uma fonte de ides fosfato (B-GF), apresentaram valores para
a proliferacdo celular superiores e caracteristicas osteoblasticas, nomeadamente, uma
actividade da fosfatase alcalina elevada, embora a expressdo completa do fenotipo
osteoblastico ndo se tenha verificado. Na presenga de B-GF, a diferenciagio osteoblastica
foi completa e a formagdo da matriz mineralizada contribuiu para uma redugdo do
crescimento celular. Como resultado, estas culturas apresentaram uma populagio celular
osteoblastica menos proliferativa, mas mais diferenciada, comparativamente com as

culturas que ndo apresentaram o processo de mineralizagéo.

3.3 - CONCLUSAO

Este trabalho teve como objectivo o estudo do comportamento de

proliferagdo/diferenciacdo de células de medula 6ssea humana cultivadas em o-MEM
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suplementado com 10% de soro bovino fetal (meio padrdo) e na presenga isolada ou em
combinagio de 4cido ascorbico (AA), B-glicerofosfato (B-GF) e dexametasona (Dex). As
células cultivadas nas varias condi¢des experimentais proliferaram gradualmente ao longo
do periodo de incubagfio e apresentaram uma actividade da fosfatase alcalina elevada. As
culturas mantidas em meio padrio ou na presenga isolada de AA ou Dex ndo
mineralizaram. As culturas mantidas na presenga de p-GF, AA + B-GF e AA + B-GF + Dex,
isto ¢ na presen¢a de uma fonte de ides fosfato, apresentaram a formacdo de uma matriz
extracelular mineralizada. A presenga de Dex resultou numa indugfo significativa da
actividade da fosfatase alcalina e da capacidade para formar depdsitos de fosfato de calcio.
Os resultados obtidos mostraram que existe uma relagdo reciproca e funcionalmente
acoplada entre a proliferagdo e diferenciagfio destas culturas celulares, isto €, as culturas
mantidas num meio contendo P-GF apresentaram uma populagio celular osteoblastica
menos proliferativa mas mais diferenciada, comparativamente com as culturas que ndo

mineralizaram.
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CAPITULO III

UTILIZACAO DE CULTURAS DE CELULAS
OSTEOBLASTICAS HUMANAS COMO
MODELO IN VITRO NO ESTUDO DAS
INTERACCOES TECIDO OSSEO/BIOMATERIAIS:
MODULACAO FARMACOLOGICA DO
COMPORTAMENTO DE
PROLIFERACAO/DIFERENCIACAO



Modulagfio farmacoelégica da interacgio tecido Gsseo/biomateriais. Estudos in vitro.

1 - INTRODUCAO

A perda ssea esta associada ao processo de envelhecimento e pode também observar-se
como resultado de variadas doengas metabélicas e de fracturas. Embora o tecido Osseo
tenha uma consideravel capacidade de regeneragio ainda existem muitas situagdes em que
este processo estd dificultado, constituindo um problema em cirurgia 6ssea reconstrutiva.
Neste contexto, o uso clinico de biomateriais osteocompativeis € bioactivos tem

importantes aplicagdes na reparagdo e reconstrucdo ossea.

A interacgdio biologica tecido 6sseo/biomaterial deve ser apropriada de modo a permitir a
migragio de células dsseas em direcgdo e para o interior do material e a produgdo por estas
células de uma matriz colagenosa calcificada semelhante ao tecido 6sseo’. Os processos de
reparagiio e formagdo Ossea sdo regulados por vérias hormonas e factores locais que podem
actuar de modo endocrino, paracrinico e autocrinico nas células presentes no
microambiente 6sseo. Assim, os fenomenos biologicos que ocorrem na interface tecido
6sseo/biomaterial podem ser farmacologicamente modulados pela utilizagdo de hormonas €
factores de crescimento de modo a estimular a adesdo, proliferagdio e diferenciagdo das
células osteoblasticas na interface, com o objectivo de garantir uma melhor e mais rapida
regeneragio tecidular e osteointegragio do material. A dexametasona, hormona da
paratiroide e hormona do crescimento séo exemplos de hormonas com um papel importante

nos mecanismos de regulagfo Ossea e, em particular, na actividade osteoblastica'®'.

O sucesso da utilizacdo de um biomaterial pode estar comprometido por vérios factores
locais que dependem das caracteristicas do material, da manipulagdo durante o processo
cirargico ¢ da resposta do hospedeiro ao material implantado. O aparecimento de um
processo infeccioso local ¢ um fenémeno relativamente frequente que pode comprometer a
regeneragio tecidular e a osteointegragdo do implante. Assim, € muitas vezes necessaria a
utilizagdo sistémica de antibidticos para combater a infec¢do local. Dos varios antibidticos
que sdo utilizados clinicamente, as tetraciclinas, nomeadamente a doxiciclina ¢ a
minociclina, apresentam um espectro antimicrobiano apropriado para o tratamento de
infecgdes Osseas e uma eficacia clinica comprovada. Além do efeito anti-infeccioso, estes
dois farmacos parecem exercer efeitos directos no microambiente Osseo que,

aparentemente, se traduzem por um efeito benéfico nos processos de regeneragdo
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tecidular'®®. A caracterizagdo destes efeitos a nivel celular reveste-se de particular interesse,
pois que algumas das ac¢des farmacologicas resultantes podem modular favoravelmente a

. o . o189
resposta do hospedeiro contribuindo para o sucesso do processo de regeneragéo Ossea .

Neste capitulo apresentam-se os resultados relativos a dois estudos. No primeiro estudo
(secgdio 2), avaliou-se o efeito da dexametasona, hormona da paratiréide ¢ hormona do
crescimento no comportamento de proliferagio/diferenciacdo de culturas de células
osteoblasticas de medula 6ssea humana. Este estudo permitiu seleccionar as condi¢des mais
adequadas para a obtenc¢do da expressdo maxima do fenétipo osteoblastico, nas condigdes
de cultura utilizadas. No segundo estudo (sec¢do 3) avaliou-se 0 efeito da doxiciclina e
minociclina, em diferentes concentragdes, no comportamento de culturas de células
osteoblasticas de medula 6ssea humana. Este estudo permitiu caracterizar o efeito da
doxiciclina e minociclina de modo a definir, dentro da gama de concentragdes utilizadas
terapéuticamente, niveis destes antibidticos que exercem um efeito positivo na actividade
das células osteobldsticas. As concentragdes das hormonas e dos antibidticos utilizadas
nestes estudos foram seleccionadas tendo por base as concentragdes plasmaticas obtidas
durante o tratamento por estes firmacos e, também, resultados de estudos efectuados
relativos ao efeito destes firmacos em sistemas de cultura de células. Estes estudos foram
realizados na primeira subcultura pois, de acordo com os resultados descritos no capitulo II,

é a que apresenta a expressdo mais significativa dos parametros osteoblasticos avaliados.

Os dois estudos tiveram como objectivo caracterizar os efeitos da dexametasona, hormona
da paratiréide e hormona do crescimento e, também, da doxiciclina e minociclina de modo
a poder optimizar as condi¢des experimentais para a modulagio do comportamento de
culturas celulares de medula 6ssea humana cultivadas na superficie de um composito de
hidroxiapatite-biovidro (CaO-P,0s) e da hidroxiapatite para a obtengdo da expressdo
completa da diferenciag@o osteobldstica nestas culturas (resultados apresentados no capitulo

V).
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2 — MODULACAO HORMONAL DO COMPORTAMENTO
OSTEOBLASTICO DE CULTURAS CELULARES DE
MEDULA OSSEA HUMANA

A capacidade que alguns farmacos possuem para regular a actividade funcional ¢ a
diferenciagdio das células osteoblasticas ¢ complexa e depende da concentragdo utilizada, da
presenca de outros compostos € do momento na sequéncia do desenvolvimento celular em
que sdo utilizados'”. As hormonas podem afectar o crescimento celular e a diferenciagéo
por acgdio directa nas células osteoblasticas ou por alteragéo da produgdo e disponibilidade
dos factores de crescimento. Varios estudos sugerem que alguns factores demonstram
diferentes efeitos nos osteoblastos a medida que estas células se diferenciam, enquanto que
outros apenas reconhecem populagSes em determinado estado de diferenciacdo. Uma
variedade de factores locais e hormonas osteotrépicas influenciam o recrutamento de
células indiferenciadas, outros afectam a diferenciagdio de osteoprogenitores, alguns deles
sdo potentes agentes mitogénicos, enquanto que outros influenciam a expressdo de
marcadores fenotipicos, sugerindo que as interacgdes destes factores de crescimento €

hormonas sdo importantes na determinagdo das fungdes celulares!>12%147:190-192.

E sabido que os osteoblastos desempenham um papel importante nos mecanismos de
regulagio Ossea, a par da sua capacidade para formar osso. Os estudos realizados em
culturas de células osteoblasticas tém contribuido significativamente para a compreenséo de
alguns aspectos da fisiologia ¢ da farmacologia do osso, ¢ também dos acontecimentos
biolégicos que ocorrem na interface do tecido 6sseo com os biomateriais de implante. As
células da linhagem osteobldstica estdo presentes na medula 6ssea em diferentes estados de
diferenciagdo, que se distinguem quanto ao seu potencial proliferativo, actividade funcional
e resposta a vérias hormonas e factores de crescimento, bem como, as alteracdes que
ocorrem no ambiente local (nomeadamente, a presenca de farmacos). Os resultados
descritos no capitulo II mostraram que as culturas celulares de medula éssea humana
efectuadas na presenga de AA + B-GF e mantidas por tempo prolongado (35-42 dias)
apresentam capacidade de expressdo completa do fendtipo osteoblastico. O padrdo de
comportamento destas culturas sugere uma progressao no desenvolvimento osteoblastico, a
medida que a populagio celular evolui de um estado mais proliferativo e menos

diferenciado (fase de crescimento celular exponencial) para um estado menos proliferativo
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e mais diferenciado (quando a mineralizagdo comega). Deste modo, este sistema de cultura
representa um modelo in vitro adequado para estudar a relagdo proliferagdo/diferenciagdo

168171 & verificar se

durante o desenvolvimento progressivo do fendtipo osteoblastico
determinados estados de diferenciagio osteoblastica exibem uma resposta selectiva aos

efeitos de compostos que influenciam a actividade destas células.

Nesta sec¢io apresentam-se os resultados relativos ao comportamento de proliferagéo
celular e diferenciagdo osteoblastica de culturas de células de medula ¢ssea humana na
presenca de dexametasona, hormona da paratirdide e hormona do crescimento. As células,
cultivadas na presenga de AA + B-GF por periodos de 35 dias, foram expostas as hormonas
durante todo o periodo de incubagdo ou, apenas, durante fases seleccionadas do tempo de

cultura, representativas de diferentes estados de diferenciago celular.

2.1 - EFEITO DA DEXAMETASONA

Os glucocorticéides constituem um grupo de hormonas com particular interesse no que diz
respeito ao metabolismo 6sseo. Sio hormonas esterdides que estimulam a reabsor¢do 6ssea
in vivo através da redugio da absor¢do de célcio e consequente aumento dos niveis da
hormona da paratiréide (PTH)'”, da estimulagdo da actividade dos osteoclastos e, também,

da inibigio da formagéo ossea' ™.

As células osteoblasticas possuem receptores para os glucocorticdides, sugerindo que estes
compostos tém efeitos directos nas fungdes das células 6sseas'”®. As acgdes destas
hormonas na formaciio dssea sio complexas. Em trabalhos efectuados com células
osteoblasticas, cultivadas na presenga de glucocorticdides em concentragdes fisiologicas,

observou-se uma redugéo da proliferagédo celular'®®'?’, da sintese de colagénio tipo I e na

98

secregdo de osteocalcina'®®, e ainda uma diminuigdo da sintese de proteinas e de ARN 199,200

No entanto, observou-se uma estimulagio dos pardmetros mais relacionados com a

194,201,202
b4

expressdo osteoblastica especifica, tal como a actividade da fosfatase alcalina a

120° demonstraram que

resposta a PTH?* e a 1,25-diidroxivitamina D;%%. Outros estudos
estas hormonas induzem a diferenciagfio de células do estroma de medula §ssea humana em

células que apresentam o fenotipo osteoblastico. Estas observa¢des, juntamente com
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outras’® 2%, sugerem que os glucocorticéides desempenham um papel importante na
diferenciagdo de células osteoprogenitoras da medula 6ssea em celulas da linhagem
osteobléstica. No entanto, foram observadas diferengas nos efeitos dos glucocorticoides
sobre o comportamento destas células, consoante o sistema celular utilizado, a concentragéo
da hormona, a presenca de soro como fonte de hormonas e factores de crescimento

interactivos e o estado de diferenciagfo das células™®.

A dexametasona (Dex), um glucocorticéide sintético muito utilizado, parece estimular a
proliferagio e/ou a diferenciagdo de células osteoprogenitoras em diferentes estados de
diferenciagdo; as células mais diferenciadas sdo capazes de formar uma matriz extracelular
mineralizada sem que haja necessidade de estimulagio exdgena pela dexametasona,
enquanto que as menos diferenciadas requerem a presenga da hormona para a expressdo dos
pardmetros osteoblasticos! *!1"1192% A presenca deste composto resulta na indugdo da
expressio  osteobldstica em  vdrios  sistemas de  cultura  de células
Hsseas! ! T119121158,160.187204.209210 - pa) como os outros glucocorticoides, os efeitos da
dexametasona na formagio 6ssea in vitro parecem depender dos niveis fisiologicos ou
farmacologicos da hormona utilizados, do tempo de exposigdio ao farmaco e do sistema

celular em estudo.

Neste estudo, avaliou-se o efeito da dexametasona no crescimento celular e actividade
funcional de culturas de células osteoblasticas de medula dssea humana; as culturas foram
expostas 4 hormona de modo continuo e em diferentes fases do periodo de incubagdo,

representativas de diferentes estados de diferenciacdo das células.

2.1.1 — Material e Métodos

CULTURAS CELULARES

As células de medula 6ssea humana foram cultivadas em condi¢des experimentais idénticas
as descritas no capitulo II (secgdo 2.1). Ap6s a tripsinizagéio da cultura priméria, as células
foram cultivadas (10* células.cm™) por um periodo de 35 dias, na presenca de 4cido
ascorbico e de B-glicerofosfato, nas concentragdes ja referidas na secgéo 2.1 do capitulo II,
em condicdes controlo (auséncia de Dex) e na presenga da hormona numa concentragao de

10 nmoL.L™". Foi preparada uma solugfio mais concentrada da hormona em etanol, cuja
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concentracdo final no meio de cultura foi de 1%. Estudos preliminares mostraram que esta
quantidade de etanol ndo afecta o comportamento das culturas celulares. As células foram
expostas & dexametasona em duas situagdes experimentais:

1. de modo continuo, durante os 35 dias do tempo de cultura;

2. em fases seleccionadas do periodo de incubagéo.

Assim, foram testadas cinco situagdes: (i) auséncia da Dex (situagdo controlo, AA + B-GF);
(ii) ac¢dio continua da Dex; (iii) exposi¢do a Dex durante a 1* semana de cultura; (iv)
exposicio a Dex durante a 2* semana de cultura; (v) exposi¢do a Dex durante a 3* semana

de cultura.

CARACTERIZACAO DAS CULTURAS CELULARES

As culturas celulares foram caracterizadas relativamente a proliferago/viabilidade celular
(ensaio do MTT), contetido total de proteina, actividade da fosfatase alcalina e capacidade
de formagdo de depositos minerais, de acordo com a metodologia descrita no capitulo II
(secgdo 2.1). As culturas foram caracterizadas nos dias 3, 7, 14, 21, 28 e 35.

Neste estudo efectuou-se também a determinagio das concentragdes de fosforo e calcio

jonizados no meio de cultura durante todo o tempo de incubag@o.

Determinacio de fosforo e cdlcio ionizados no meio de cultura

O meio de cultura das culturas celulares foi recolhido duas vezes por semana, em cada
mudanga de meio, ao longo de todo o periodo de incubagdo ¢ foi analisado para determinar
a concentragio de fosforo e calcio ionizados. A quantificagio destes ides no meio de cultura
incubado na auséncia de células também foi efectuada.

Os niveis de fosforo e calcio ionizados determinados no meio de cultura ndo sdo
cumulativos, uma vez que o meio de cultura foi totalmente substituido de trés em trés dias;
os valores obtidos mostram as alteragdes ocorridas em intervalos de trés dias ao longo do

periodo de incubagéo.

a) Fosforo ionizado

A determinagio do fosforo ionizado foi efectuada pelo método de Fiske e Subbarow
adaptado pela Sigma (Kit Sigma Diagnostics, procedimento N° 670).

O meio de cultura foi tratado com 4cido tricloroacético para precipitar as proteinas ¢ 0s

lipidos que se ligam aos fosfatos. O fluido sobrenadante reagiu com molibdato de amoénia
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numa solugo acida para formar fosfomolibdato. Adicionou-se uma mistura de bissulfito de
sédio, sulfito de sodio e 4acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico de modo a reduzir o
fosfomolibdato e formar um complexo azul de fosfomolibdénio. A intensidade da coloragéo

foi medida a 660 nm num espectrofotometro JENWAY 6405 UV/Vis.

b) Cilcio ionizado

O céalcio ionizado foi determinado utilizando um procedimento adoptado pela Sigma (Kit
Sigma Diagnostics, procedimento N° 587).

O meio de cultura foi adicionado a um agente cromogénico (“o-cresolphtalein
complexone”), 8-hidroxiquinolina e 2-amino-2-metil-1,3 propanediol em meio alcalino. A
reaccdo do calcio com a o-cresoftalaina produz um complexo vermelho a pH 10-12. A
intensidade da cor, medida a 575 nm num espectrofotometro JENWAY 6405 UV/V is, €

directamente proporcional & concentragdo de calcio existente na amostra.

¢) Andlise estatistica

Os resultados apresentados representam a média + desvio padrdo de 2 réplicas das
concentragdes de célcio ou fosforo ionizados determinadas no meio de cultura. Cada réplica
corresponde ao meio recolhido de trés pogos, nas varias situagdes experimentais, sendo
analisada em triplicado.

Em cada experiéncia, as diferengas estatisticas observadas entre as culturas em estudo e a
cultura controlo respectiva foram determinadas pelo método de Bonferroni, em que os

valores de p < 0.05 foram considerados significativos.

2.1.2 — Resultados

Proliferacio/viabilidade celular. Conteido total de proteina

As células de medula 6ssea humana cultivadas em situagdo controlo (AA + B-GF)
proliferaram gradualmente durante as trés primeiras semanas e, apds atingirem uma fase
estacionaria (4° semana), os valores de redu¢fio do MTT diminuiram ligeiramente (Fig. 19).
A presenga continua de Dex resultou numa estimulagéo do crescimento durante a 2* semana
de cultura; o valor maximo de proliferagdo celular foi observado mais cedo, por volta do
dia 14-21, apds o que se observou uma descida dos valores de redugéo do MTT (Fig. 19). A

exposigio das células 2 hormona durante a 1* semana resultou num aumento significativo
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da proliferagio celular durante a fase exponencial do crescimento e o valor maximo
atingido foi superior, relativamente as células cultivadas na auséncia de Dex (Fig. 19). As
culturas celulares tratadas com Dex durante a 2* e 3% semanas apresentaram uma indugéo do
crescimento celular durante a fase de exposi¢do (Fig. 19). As culturas de medula 6ssea
expostas a Dex, quer de forma continua, quer de forma descontinua, apresentaram uma
diminui¢do significativa dos valores de redugcdo do MTT apés terem atingido o valor
maximo de proliferagdo celular. O conteudo total de proteina aumentou com o tempo de

incubacdo de modo semelhante a proliferagdo celular (dados néo apresentados).

A (A=600 nm)

Dias

Figura 19 — Proliferagio/viabilidade celular (ensaio do MTT) de culturas de medula 6ssea humana mantidas

nas seguintes condi¢les experimentais: situagio controlo (culturas efectuadas na presenga de AA + B-GF)

(), presenga continua de Dex (@), presenca de Dex durante a primeira (A), segunda (X) ou terceira (k)

semana de incubagdo.

*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situa¢#o controlo. Os desvios padrio observados

foram < 20 %.

Actividade da fosfatase alcalina

A determinagdo bioquimica da actividade da fosfatase alcalina mostrou que os niveis desta
enzima foram influenciados pela presenga de Dex nas culturas (Fig. 20). Nas culturas
efectuadas na auséncia da hormona (situagdo controlo), a actividade da enzima foi reduzida
durante a 1? semana, aumentou durante a 2° semana de cultura atingindo valores maximos
por volta do dia 21 e manteve-se mais ou menos estavel até ao fim do tempo de cultura. Nas

células cultivadas na presenga continua de Dex, a actividade da fosfatase alcalina foi
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significativamente estimulada durante a 2* semana de incubagfo, atingiu o nivel maximo
por volta do dia 14-21, apds o que se observou uma redugio brusca dos niveis da enzima. A
exposi¢do das células de medula 6ssea ao glucocorticdide durante a 1° e 2° semanas de
cultura resultou na indu¢fo da actividade da fosfatase alcalina, embora menos significativa
do que a observada nas culturas expostas continuamente a Dex; o valor maximo, atingido
ao dia 21, foi significativamente maior do que o observado nas culturas controlo e os niveis
da enzima baixaram imediatamente depois de atingir este valor. As culturas mantidas com
Dex durante a 3* semana apresentaram um aumento dos niveis da enzima durante a fase de
exposi¢do e o valor maximo, atingido ao dia 21, foi também superior ao observado nas
culturas controlo. Os niveis de fosfatase alcalina diminuiram significativamente apés 21
dias de incubag#o nas culturas celulares efectuadas na presenca continua ou descontinua de

Dex.

FA (nmol.min'.cm?)

FA/ICTP (nmol.min . gg prot.™)

Dias

Figura 20 — Actividade da fosfatase alcalina expressa por unidade de 4rea (A) e por micrograma de proteina

(B) de culturas de medula 6ssea humana mantidas nas seguintes condigdes experimentais: situacio controlo
(culturas efectuadas na presenca de AA + B-GF) (@), presenca continua de Dex (M), presenga de Dex durante
a primeira (A), segunda (x) ou terceira () semana de incubago.

*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situagio controlo. Os desvios padriio observados

foram < 20 %.

A figura 20B apresenta os resultados da actividade da fosfatase alcalina expressos em
nmol.min™'.pg proteina™, permitindo uma nogfio mais precisa da actividade da enzima por

célula. A informac8o obtida nesta figura ¢ semelhante a observada na figura 20A.
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O estudo histoquimico para a detecgfo da fosfatase alcalina nas culturas efectuadas nas

vérias situa¢des mostrou resultados semelhantes aos obtidos na determinagéo bioquimica da

enzima, ndo sendo por isso apresentados.

Niveis de fosforo e cdlcio ionizados no meio de cultura

P; (mmol.L™)
S

0 10 20 30 40
Dias

Pi (mmol.L™)

0 10 20 30 40
Dias

Ca; (mmol.L."")

Ca; (mmol.L™)

1,6 1

1,2 -

0,8 -

04 1

0 10 20 30 40
Dias

Dias

Figura 21 — Niveis de fosforo e céalcio ionizados no meio de cultura recolhido ao longo do periodo de

incubagfio. A e B, meio incubado na auséncia de células; C e D, meio recothido de culturas de medula éssea

humana. Situagio controlo (AA + B-GF) (#), presenga continua de Dex (M), presenga de Dex durante a

primeira (A), segunda (x) ou terceira (*) semana de incubagio.

*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situagfio controlo. Os desvios padrdo observados

foram < 20 %.
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Na figura 21 apresentam-se os valores observados para as concentragdes de fosforo e célcio
jonizados no meio incubado na auséncia de células (respectivamente, A ¢ B) e recolhido
das culturas celulares efectuadas nas varias situagdes experimentais (respectivamente, C €
D).

Na auséncia de células Osseas, os niveis de fosforo e calcio ionizados no meio de cultura
foram semelhantes ao longo do periodo de incubagio (Fig. 21A,B). Verificou-se que o teor
das duas espécies i6nicas no meio de cultura varia ligeiramente ao longo da experiéncia.
Tal facto pode ser explicado tendo em conta que o meio de cultura tem de ser preparado
diversas vezes durante o ensaio € que ¢ muito dificil pipetar uniformemente este meio. A
possibilidade de uma aplica¢io incorrecta dos métodos seleccionados pode ser posta de

lado, visto que estudos preliminares comparativos'*>?!!

em que se utilizaram estes € outros
métodos permitiram obter resultados com grande precisio e exactiddo € que sdo

semelhantes aos observados neste trabalho.

O meio de cultura recolhido das culturas que cresceram na auséncia de Dex apresentou um
aumento significativo da concentragdo de fosforo ionizado, que se observou
aproximadamente a partir do dia 10 até ao dia 20 (Fig. 21C). Este aumento resulta da
hidrdlise, pela fosfatase alcalina, do B-GF adicionado ao meio (10 mmol.L?) e a variagio
do teor de fosforo ionizado no meio esta de acordo com o padrio de variag@io da actividade
da fosfatase alcalina. Durante este periodo, os niveis de célcio ionizado nfo se alteraram
significativamente (Fig. 21D). Contudo, a partir do dia 20 e até ao fim do tempo de
incubagdo, observou-se uma redugfio dos niveis de fosforo e célcio ionizados. O consumo
destas espécies a partir do meio de cultura reflecte a formaco de depdsitos de fosfato de
calcio nas culturas celulares. Estes resultados estio em concorddncia com estudos
anteriores realizados em culturas celulares de medula 6ssea humana e de rato, mantidas em

L . . 21
condigdes experimentais semelhantes'®>?'224,

As culturas expostas continuamente & Dex apresentaram algumas diferengas relativamente
as culturas que cresceram na auséncia da hormona. Os niveis de fosforo ionizado
comegaram a aumentar desde o inicio do tempo de incubagfio e o valor maximo (7,41 mmolL™)
foi observado mais cedo (dia 17) (Fig. 21C), resultados que estfio de acordo com a indugéio na
actividade da fosfatase alcalina observada nestas culturas. A redugfio dos niveis de fésforo e
calcio ionizados comegou mais cedo (a partir do dia 17) do que nas culturas que ndo foram

expostas ao glucocorticoide, sugerindo um inicio mais precoce do processo de
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mineralizagdo. Nas culturas que cresceram na presenca da hormona de modo descontinuo o
nivel maximo de fésforo ionizado foi atingido ao dia 20 e nas culturas tratadas durante a 1*
semana os niveis de fosforo ionizado foram superiores aos observados nas culturas controlo
nos dias 14, 17 e 20. O consumo das duas espécies ionicas foi maior nas culturas expostas
ao glucocorticoide durante a 1* semana, comparativamente com as culturas controlo,
seguindo-se as culturas tratadas com Dex durante a 2° semana e a 3? semana,
respectivamente, tendo estas ultimas apresentado valores muito proximos dos observados

nas culturas controlo (Fig. 21C,D).

Formacdo de depdsitos de fosfato de cdlcio
Na tabela V mostram-se os resultados relativos a coloragio das culturas pelo método de von
Kossa nos dias 21, 28 e 35. A coloragio das culturas pela técnica da Alizarina vermelha

mostrou resultados semelhantes (dados ndo apresentados).

Tabela V — Reaccdo histoquimica para a detecgio de depdsitos de fosfato de calcio (método de von Kossa)
nos dias 21, 28 e 35, em culturas de células osteoblasticas de medula 6ssea humana mantidas nas seguintes
condigdes experimentais: situagdo controlo (culturas efectuadas na presenga de AA + B-GF), presenca

continua de Dex, presenga de Dex durante a primeira, segunda ou terceira semana de incubagéo.

21 dias 28 dias 35 dias
Controlo - +/- +
Dex continuo + ++ -+
Dex 17 semana + + ++
Dex 2° semana +/- + ++
Dex 3* semana - +/- +

A intensidade da coloragiio ¢ definida do seguinte modo: -, coloragio negativa; +, coloragéo positiva de fraca

intensidade; ++, coloragdio positiva de média intensidade; +++, coloragéo positiva de elevada intensidade.

96



Modulaciio farmacolégica da interacgio tecido ésseo/biomateriais. Estudeos in vitro.

~ . =
19w

Figura 22 — Fotografias de microscopia electrénica de varrimento de culturas de células osteoblasticas de
medula éssea humana com 21 dias, mantidas nas seguintes condigGes experimentais: presenga continua de
Dex (A) e presenca de Dex durante a primeira (B), segunda (C) ou terceira (D) semana de incubagfo. E e F —

ampliagtes de A.

As culturas controlo s6 mostraram a formagdo de depositos de fosfato de célcio apds 28

dias de cultura. Nas culturas expostas continuamente & hormona ou apenas durante a 1*
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semana observou-se a formacio de dreas mineralizadas mais cedo (reac¢des de Alizarina
vermelha e de von Kossa positivas no dia 21); a intensidade das reacgdes histoquimicas
aumentou ao longo do periodo de incubagio, embora de forma mais intensa nas culturas
tratadas continuamente com Dex. As culturas tratadas com Dex durante a 2° semana
apresentaram uma reacgdo ligeiramente positiva no dia 21 e as culturas expostas durante a
3%semana comecaram a mineralizar mais tarde (reacgfo positiva no dia 28), apresentando
um comportamento semelhante ao observado nas culturas controlo (Tabela V); nestas
culturas a intensidade das reac¢bes de coloragdo também aumentou com o tempo de
incubagio.

A observagdo das culturas expostas continua ou descontinuamente a Dex por MEV
confirmou os resultados histoquimicos. Assim, no dia 21, as culturas expostas durante todo
o periodo de incubago ou apenas durante a 1* semana mostraram a presenga de numerosas
estruturas globulares minerais enquanto que nas culturas tratadas durante a 2° € 3* semanas
se observou a existéncia de uma estrutura formada apenas por células e uma matriz
extracelular fibrilar (Fig. 22).

Os resultados relativos a detec¢do dos depositos de fosfato de calcio (reacgdes
histoquimicas; observagio das culturas por MEV) parecem estar de acordo com o padréo de
varia¢do observado nos niveis de fosforo e calcio ionizados no meio de cultura ao longo do

periodo de incubagdo.

2.1.3 — Discussao

Os glucocorticoides possuem efeitos profundos na diferenciacio de varios tipos celulares e
podem actuar quer a nivel da célula progenitora, quer a nivel da expressdo fenotipica e da
actividade de células mais diferenciadas. Por exemplo, estes compostos regulam os tipos de
colagénio sintetizado, inibem a sintese de colagénio ¢ a taxa de crescimento dos
fibroblastos®>2'", reduzem a formagdio de osteoclastos a partir de células precursoras da

218,219

linhagem dos mondcitos e aumentam a proliferagdo celular ¢ a sintese de

proteoglicanos e glicosaminoglicanos em culturas primarias de condrécitos’ 20221 0s
glucocorticoides, a par de outras hormonas e factores de crescimento, sfo igualmente
capazes de influenciar os osteoprogenitores que se dividem e se diferenciam para expressar
a formacdo de depésitos mineralizados'>'"#"1472%  Existem estudos anteriores'"” que

demonstraram que o tratamento cronico com dexametasona aumentou o nimero de nédulos
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mineralizados em culturas primarias de osteoblastos obtidos a partir de abobada craniana
fetal de rato. Nas subculturas, o efeito foi ainda mais pronunciado, uma vez que o inicio da
sequéncia de desenvolvimento osteoblastico na auséncia de dexametasona foi
significativamente atrasado, comparativamente com a progressio da sequéncia de
desenvolvimento em culturas primarias de osteoblastos'?' na presenca do glucocorticoide.
Assim, o padrio de expressdo génica nas células de subculturas € alterado pela
dexametasona, visto que os glucocorticoides promovem a expressdo dos pardmetros de
diferenciacdo a niveis observados nas culturas celulares primarias. Aronow e col."*!
verificaram que em culturas osteoblasticas tratadas com dexametasona se observa uma
estimula¢do da produgdo de osteopontina durante o periodo de proliferagdo, um aumento

dos niveis de fosfatase alcalina e de osteocalcina que é proporcional ao nimero de nédulos

formados e, ainda, uma indug¢io precoce da mineralizagfio da matriz extracelular.

Ha numerosos estudos que sugerem que enquanto os glucocorticoéides in vivo estdo
associados a perda 6ssea, quando utilizados in vitro, estes compostos tanto podem estimular
como inibir a formagdo ossea'®. Para melhor entender esta aparente contradigio, € preciso
distinguir que os glucocorticoides tém efeitos reguladores e efeitos de desenvolvimento na
formagdo Ossea'”> Normalmente, estes compostos promovem a diferenciagiio das células
osteoprogenitoras abreviando o periodo de proliferagdo da sequéncia de desenvolvimento
da expressdo do fendtipo osteoblastico (efeitos de desenvolvimento)'>!!7120-123.171.186.207.222.
Contudo, a formagdo dssea também ¢ diminuida através da reducdo da expressdo de varios
genes dos marcadores osteoblasticos ¢ da redugdo da proliferagdo celular no osso
mineralizado (efeitos reguladores)'”. Ha estudos realizados com dexametasona’”® que
demonstraram que inicialmente esta hormona estimula a proliferacdo e diferenciagdo de

uma populagdo distinta de células osteoprogenitoras que participam na formag@o Ossea e

que mais tarde limita a proliferagdo celular.

No trabalho aqui apresentado, a dexametasona, presente em baixas concentragdes (10 nmol.L™),
parece estimular a proliferagio e/ou diferenciagfio de células osteoprogenitoras em diferentes

estados de diferenciagfio, existentes numa populagio celular de medula 6ssea humana,

cultivada igualmente na presenga de acido ascorbico e B-glicerofosfato.

As células cultivadas nas diferentes situagSes experimentais apresentaram um

comportamento relativo a proliferagdo celular semelhante ao que ja foi descrito noutros
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sistemas de células dsseas. Apds uma fase “lag” de aproximadamente uma semana, as
células de medula 6ssea humana entraram num periodo de proliferagdo activa que esta
associada a sintese de uma matriz extracelular, durante a segunda semana de incubagéo.
Durante a terceira semana, observou-se a tendéncia para o aparecimento de uma fase
estacionaria (na auséncia de Dex) ou de uma redugdo do crescimento celular (na presencga
continua ou descontinua de Dex), como consequéncia da acumulago ¢ maturagdo da matriz
previamente formada. A expressdo da fosfatase alcalina foi o pardmetro osteoblastico mais
afectado pela presenga da hormona em células em diferentes estados de diferenciagéo.
Como ja foi referido, os niveis de fosfatase alcalina so normalmente utilizados como
marcador da diferenciagdo osteoblastica nos ensaios in vifro. A enzima estd presente
quando as células se diferenciam em pré-osteoblastos e osteoblastos e estd ausente nos
ostedcitos. A um aumento da actividade especifica da fosfatase alcalina numa populagio de
células Osseas corresponde uma evolugdo das células para um estado mais diferenciado.
Esta enzima tem sido associada a calcificagdo bioldgica e nas culturas de medula éssea

. 186,213,224,225
humana, tal como noutros sistemas celulares'36-2132

, a mineralizag¢&o ocorreu logo apods
ter sido atingida a actividade maxima da enzima e durante as fases seguintes da deposigéo
mineral os niveis de fosfatase alcalina baixaram significativamente. E de salientar que a
reducéio significativa dos valores referentes a proliferacdo celular e a actividade da fosfatase
alcalina nas culturas efectuadas na presenca (continua ou descontinua) de Dex esta
provavelmente relacionada com a mineralizagio mais precoce e mais pronunciada
observada nestas culturas, relativamente as culturas controlo (AA + B-GF); durante o

processo de mineralizagdo, os osteoblastos vdo ficando aprisionados na matriz ¢ tornam-se

ostedcitos que ndo proliferam nem expressam fosfatase alcalina.

A exposigdo continua das células a Dex resultou na indugdio da expressdo osteoblastica, tal
como ¢ demonstrado pelo aumento significativo da actividade da fosfatase alcalina e pela
antecipagfo e maior intensidade da mineralizagfo. A presenca de Dex nas culturas celulares
de medula 6ssea humana durante diferentes fases do periodo de incubagédo resultou sempre
num aumento da proliferacdo celular e da actividade da fosfatase alcalina, sugerindo que
este glucocorticoide influencia as células da linhagem osteoblastica em diferentes estados
de diferenciagdo. Contudo, o tratamento com esta hormona produziu efeitos diferentes
dependendo da fase de cultura em que foi adicionada. O efeito da Dex na proliferacéo
celular e actividade da fosfatase alcalina foi especialmente evidente nas culturas tratadas

com o glucocorticoide durante a 1% ¢ a 2* semanas. As células osteoblasticas de medula
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6ssea humana cultivadas com Dex durante a 3* semana apresentaram um aumento da
proliferagdo celular e da expressdo da fosfatase alcalina apenas durante o periodo de

€xposicio.

Estas observa¢es sugerem que a acg¢do da dexametasona no crescimento celular e
actividade funcional das células osteoblasticas provenientes de medula Ossea humana
depende do estado de diferenciagdo em que se encontram estas células. Nestas culturas, a
inducdo da expressdo osteoblastica pela Dex parece resultar do efeito deste composto nas
células existentes em estados iniciais de diferenciacdo. Assim, em culturas celulares de
medula 6ssea humana, a Dex estimula a proliferagdo ¢ a diferenciagio de células
osteoprogenitoras e também de osteoblastos presentes num estado de diferenciagdo menos
adiantado. O menor efeito da hormona quando estd presente nas fases mais tardias do
periodo de cultura (3% semana) é de esperar, uma vez que nestas fases as células ja estdo
altamente diferenciadas, relativamente aos parametros osteoblasticos avaliados. Os dados
obtidos neste trabalho também sugerem que a maximizagdo do efeito estimulatorio da
dexametasona requer uma exposi¢io continua das células & hormona, visto que foi nestas

condigdes que a expressdo do fenotipo osteoblastico foi maior.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com estudos anteriores que mostram
que o tratamento a longo prazo de culturas celulares de medula dssea de rato ou humana
com concentragdes baixas de dexametasona promove a diferenciagio das células

117,120,171,222

osteoblasticas e com outros que descrevem que o tratamento precoce de culturas

osteoblasticas com este glucocorticoide induz a diferenciagio e formagso ssea''’.

2.2 - EFEITO DA HORMONA DA PARATIROIDE

A hormona da paratiréide (PTH) ¢ produzida pelas glindulas paratiroideas. Esta hormona,

que ¢ secretada em resposta a uma redugfio da concentra¢do plasmatica do calcio, regula os

niveis deste 180 no fluido extracelular por interferéncia nos mecanismos de controlo da sua
-~ . . - e ~ . . , 20

absor¢do intestinal, excre¢do renal e mobilizagdo a partir do tecido 6sseo™.

O efeito da PTH no tecido 6sseo parece envolver dois mecanismos:
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— o efeito imediato € o da activagéo dos osteoblastos e ostedcitos através da ligagdo da
hormona a receptores especificos existentes nestas células. Esta activagdo resulta na
transferéncia de célcio do fluido 6sseo para as células osseas e depois, para o lado oposto, o
fluido extracelular®. Este processo é acompanhado por uma remocdo rapida de sais de
fosfato de célcio a partir dos depositos amorfos que se situam junto destas células para que
se verifique o restabelecimento dos niveis de célcio no fluido 6sseo™.

— o segundo efeito, mais lento, consiste na estimulagdo, ainda que indirecta, da actividade
osteoclastica e consequente reabsor¢io do tecido 6sseo mineralizado??. Neste processo ha
libertag@io dos ides célcio e fosfato por dissolugdo da matriz mineralizada e transferéncia
para o fluido extracelular. A PTH inicialmente aumenta a area da membrana de reabsor¢éo
dos osteoclastos, seguindo-se a estimula¢do do tamanho e ntimero destas células e a
activagdo da colagenase e enzimas lisossomicas que sdo responsaveis pela hidrélise da
matriz’?’. Induz também um aumento da actividade das enzimas fosfatase 4cida e anidrase
carbonica e da acumulagio dos acidos lactico e citrico. A consequente redugdo do pH

contribui para o processo de reabsorco.

A PTH tem efeitos directos nas células da linhagem osteoblastica, regulando varios
aspectos do metabolismo celular, transporte membranar de ides (Ca®*, H', Na", K" ¢ POy) e
nutrientes (glucose e aminoacidos), organizagdo do citoesqueleto e morfologia celular,
sintese e secrecdo de proteinas da matriz (colagénio tipo I, osteonectina, osteopontina,
osteocalcina), actividade de enzimas (fosfatase alcalina, colagenase, activador do
plasminogénio) e libertacdo de factores de crescimento com efeitos autocrinicos e/ou
paracrinicos (IGF-I, IGF-II, TGF-B, IL-6, PGE,...)*". As respostas dos osteoblastos 2 PTH
sdo mediados por um aumento da actividade da adenil ciclame e do AMP, intracelular e,
também, pela activagfo da proteina quinase e incluem a inibigfo da sintese de colagénio € a

alteracdo da actividade da fosfatase alcalina®®.

A PTH actua provavelmente a varios niveis da linhagem osteoclastica: parece actuar
directamente sobre os precursores dos osteoclastos existentes na medula ossea (células
mononucleares), promovendo a formagdo de novas células gigantes multinucleadas. No
entanto, os osteoclastos mais diferenciados ndo apresentam receptores especificos para a
PTH e por isso, o seu efeito nestas células ¢ mediado pelos osteoblastos'®, observando-se

um aumento do nimero de osteoclastos e activagio da membrana de reabsor¢io®’.
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In vivo, as células 6sseas nunca estdo expostas apenas a PTH. Estdo sempre presentes
outros factores locais e/ou sistémicos que interactuam com a PTH nas células alvo. Os
estudos in vitro mostraram que os efeitos da PTH na reabsor¢iio dssea podem ser
modulados por outros factores, tal como a 1,25 — diidroxivitamina D3, a IL-1 e o TGF-3
que actuam sinergeticamente com a PTH, intensificando a sua ac¢do, ou como a

calcitonina, o cortisol e¢ o fosfato que, em concentra¢des elevadas, inibem os efeitos da

PTH??.

Os efeitos causados pela PTH diferem consoante o tipo de administragdo. Quando
administrada continuamente, a PTH aumenta a reabsor¢do osteoclastica e suprime a
formagdo Ossea por inibigdo da diferenciagdio osteoblastica e da sintese de colagénio.
Contudo, quando administrada em pequenas doses intermitentes, os seus principais efeitos

. . ~ N 227,229,230
consistem na estimulagio da formagfio Ossea™ ",

Esta estimulagdo deve-se
essencialmente ao aumento do nimero de osteoblastos por activagdo e diferenciagdo das
células de revestimento em osteoblastos e ndo através da estimulagdo da proliferagéo das

células osteoprogenitoras™®.

Os trabalhos que procuraram investigar o mecanismo de ac¢do da PTH na proliferacdo e na
diferenciacdo dos osteoblastos obtiveram muitas vezes resultados inconsistentes. Por
exemplo, a PTH estimula a proliferagdo de células osteoblasticas isoladas a partir de osso
trabecular humano?®', mas inibe o crescimento da linha celular de rato UMR-106%*2.
Esta hormona reprime a actividade da fosfatase alcalina na linha osteoblastica de rato
ROS-17/2.8%*%, mas tem um efeito estimulatério na linha celular de ratinho MC3T3-E1%*4.
Para além disso, varios grupos ja demonstraram que a PTH exerce efeitos diferentes na
diferenciagio osteoblastica, dependendo da fonte celular utilizada'® e do estado de

diferenciagio destas células®®. Estas observagdes indicam que a acgio da PTH nos

osteoblastos varia com o tipo celular e com as condigdes experimentais utilizadas.

Normalmente 70 a 95% da PTH circulante estd presente sob a forma inactiva,
nomeadamente, fragmentos terminais — C; a PTH intacta (1-84) constitui apenas 5 a 30%
da forma circulante da molécula. O fragmento terminal (N) — amino da PTH (1-34) possui
uma actividade biolégica comparavel & PTH (1-84) e parece ser sintetizado durante a

protedlise hepatica da molécula intacta®”.
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Assim, neste trabalho, foi avaliado o efeito do fragmento 1-34 da hormona da paratirdide
no comportamento de prolifera¢do e de diferenciagio osteoblastica de culturas de células de
medula 4ssea humana, estando a hormona presente de forma continua ou em diferentes

estados de diferenciagdo das células.

2.2.1 — Material e Métodos

CULTURAS CELULARES

As células de medula 6ssea humana foram cultivadas em condigdes experimentais idénticas
as descritas no capitulo II (sec¢do 2.1). Apos a tripsinizagfio da cultura primdria, as células
foram cultivadas (10* células.cm™) por um periodo de 35 dias, na presenga de 4cido
ascorbico e de B-glicerofosfato, nas concentragGes ja referidas na secgéo 2.1 do capitulo II,
em condi¢gdes controlo (auséncia da PTH — fragmento 1-34) e na presenga da hormona
numa concentragio de 10 nmol.L™'. Foi preparada uma solugdo mais concentrada desta
hormona em etanol e a sua concentra¢do final no meio de cultura foi de 1%. As células
foram expostas 2 PTH em duas situagdes experimentais:

1. de modo continuo, durante os 35 dias do tempo de cultura;

2. em fases seleccionadas do periodo de incubagéo.

Assim, foram testadas cinco situagdes: (i) auséncia da PTH (situag@o controlo, AA + B-GF);
(ii) acgdo continua da PTH; (iii) exposicdo & PTH durante a 1* semana de cultura; (iv)
exposi¢do a PTH durante a 2% semana de cultura; (v) exposi¢cdo a PTH durante a 3* semana

de cultura.

CARACTERIZACAO DAS CULTURAS CELULARES

As culturas celulares foram caracterizadas relativamente a viabilidade/proliferacdo celular
(ensaio do MTT), conteudo total de proteina, actividade da fosfatase alcalina e capacidade
de formag¢do de depositos minerais, de acordo com a metodologia descrita no capitulo II
(seccdo 2.1). As culturas foram caracterizadas nos dias 3, 7, 14, 21, 28 e 35.

Neste estudo efectuou-se também a determinagdo das concentragdes de fosforo e calcio
ionizados no meio de cultura durante todo o tempo de incubagdo, utilizando os métodos

descritos na secgdo 2.1.1 do capitulo II1.
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2.2.2 — Resultados

Proliferacdo/viabilidade celular

Apbs uma fase estacionaria de aproximadamente 6-7 dias (durante a qual o crescimento
celular foi lento devido a adaptagdo das células as condi¢cdes de cultura), as células de
medula Ossea humana cultivadas nas diferentes situagdes experimentais entraram num
periodo de prolifera¢do activa e no inicio da 4*semana (apos se atingir o valor maximo de
proliferagdo) observou-se uma redugfo do crescimento celular, provavelmente causada pela

acumulagfo ¢ maturag@o da matriz formada (Fig. 23A).

As células cultivadas em condigées controlo (AA + B-GF) proliferaram gradualmente ao
longo do tempo de incubagdo e o valor maximo de redugdo do MTT foi observado ao dia
21, seguindo-se uma redugdo do crescimento celular (Fig. 23A). As células expostas a
ac¢do continua da PTH apresentaram um padrfo de proliferagdo semelhante ao das culturas
controlo, embora os valores observados fossem ligeiramente superiores nos dias 14 € 21 (no
dia 21 os valores foram 0,931 + 0,09 e 1,044 + 0,12, respectivamente para as culturas
controlo e as culturas expostas continuamente &8 PTH) (Fig. 23A). As células cultivadas na
presenca da PTH durante a 1* semana (fase “lag” do crescimento celular) apresentaram
valores de proliferacdo inferiores aos obtidos nas culturas controlo, ao longo de todo o
periodo de incubagfo (Fig. 23A). As culturas expostas a PTH durante a 2? ¢ 3% semanas de
incubagdo (fase exponencial do crescimento celular) apresentaram um padrdo de
proliferacdo idéntico ao da situacdo controlo, mas os valores maximos atingidos foram

ligeiramente superiores, embora a diferenga ndo fosse estatisticamente significativa (Fig.
23A).

Conteudo total de proteina

Os resultados referentes ao conteudo total de proteina estdo apresentados da Fig. 23B. Nas
culturas que cresceram em situagdo controlo, os valores de proteina total aumentaram ao
longo do tempo de incubagdo de modo semelhante a proliferagdo celular, mantendo-se
aproximadamente constantes a partir do dia 21 (Fig. 23B). As culturas expostas a PTH de
forma continua apresentaram um padrdo de variagdo do contetido total de proteina idéntico
ao das culturas controlo, embora os valores atingidos fossem ligeiramente mais baixos a

partir do dia 21 (Fig. 23B). A presen¢a da PTH durante a 1* semana de cultura resultou
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numa diminuicio do contetdo total proteico das culturas osteobldsticas; este efeito foi
quantitativamente mais significativo do que o observado no ensaio do MTT no dia 21 e
comparativamente com a situagdo controlo, observou-se uma redugéo de 12 % ¢ 5 % paraa
proteina total e para a redugdo do MTT, respectivamente (Fig. 23B). Os resultados obtidos
também mostraram que ocorreram variagdes no conteudo total de proteina nas culturas
expostas a ac¢io da PTH durante a 2° e 3% semanas. Nestas situagdes, os valores de proteina
total foram muito inferiores aos valores observados na situa¢fio controlo (Fig. 23B). as
culturas expostas continuamente & PTH e as tratadas durante a 1* semana apresentaram
tendéncia para uma descida dos niveis de proteina apds o dia 21, enquanto que nas tratadas
durante a 2 e 3* semanas se observou um aumento dos valores de proteina até ao fim do

tempo de incubagfo, especialmente nas culturas expostas a hormona durante a 3° semana.
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Figura 23 — Proliferacio/viabilidade celular (ensaio do MTT, A) e conteudo total de proteina (B) de culturas

de medula éssea humana mantidas nas seguintes condigdes experimentais: situagdo controlo (culturas
efectuadas na presenga de AA + B-GF) (), presenga continua de PTH (m), presenga de PTH durante a
primeira (A), segunda (X) ou terceira () semana de incubag#o.

*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situagdo controlo. Os desvios padro observados

foram <20 %.

Embora estes dois pardmetros (ensaio do MTT e conteido total de proteina) avaliem a
prolifera¢do celular, a informagfio fornecida por ambos € diferente. A proteina que foi
medida nestas culturas inclui a proteina intra e extracelular e esta Wltima contribui

significativamente para o conteudo total proteico existente nas culturas de células osseas.
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Assim, e uma vez que os valores obtidos no ensaio do MTT dizem respeito a viabilidade
celular, pardmetro que se pode relacionar com a proteina intracelular, os valores mais
baixos de proteina total observados nas culturas tratadas com PTH durante a 2% e 3*
semanas provavelmente reflectem uma redugdo ou inibicdo da sintese de proteinas

extracelulares, nomeadamente as que compdem a matriz 6ssea.

Actividade da fosfatase alcalina

Os resultados referentes a actividade da fosfatase alcalina, determinada nas varias situacdes,
estdo apresentados nas figuras 24A e B, expressos, respectivamente, em nmol.min™.cm? e
em nmol.min™.ug prot.”! (que fornece informagéo relativa ao contetido de fosfatase alcalina
por célula); neste ultimo caso, os valores sdo apresentados apenas a partir do dia 7, visto

que em todas as situacdes testadas, os niveis da enzima foram muito baixos durante a 1°

semana de cultura.
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Figura 24 — Actividade da fosfatase alcalina expressa por unidade de area (A) e por micrograma de proteina

(B) de culturas de medula 6ssea humana mantidas nas seguintes condigBes experimentais: situagfio controlo

(culturas efectuadas na presenca de AA + B-GF) (), presenga continua de PTH ao longo do periodo de

incubagdo (M), presenga de PTH durante a primeira (A), segunda (X) ou terceira (*) semana de incubagio.
*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situagfo controlo. Os desvios padriio observados

foram <20 %.
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Os resultados mostraram que nas culturas controlo (AA + B-GF) a enzima foi detectavel
por volta do dia 7 e que a sua actividade aumentou com o tempo de cultura, atingiu o valor
maximo apds 21 dias de incubagfo, observando-se posteriormente uma redugdo lenta dos
seus niveis. O aumento significativo dos niveis da enzima durante a 2° e 3* semanas de
incubagdo sugere uma evolugdo para um estado de diferenciagio mais adiantado. A
exposi¢do continua das células de medula 6ssea humana a PTH resultou num aumento dos
niveis de fosfatase alcalina, comparativamente com a situagdo controlo, respectivamente,
0,32 £ 0,009 € 0,24 £ 0,01, no dia 21 (Fig. 24B). Apds se ter atingido o valor maximo de
actividade ao dia 21, os niveis da enzima diminuiram significativamente. As células
cultivadas na presenga da PTH durante a 1* semana do periodo de incubagéio apresentaram
uma actividade da fosfatase alcalina semelhante a observada nas culturas controlo, até
aproximadamente ao dia 21; contudo, o valor maximo foi superior e atingido mais tarde
(dia 28), verificando-se uma redugéo significativa da actividade da enzima até ao fim do
tempo de cultura. A presenga da PTH durante a 2* e 3 semanas (fases caracterizadas pelo
aumento exponencial da actividade da fosfatase alcalina nas culturas controlo) resultou
numa estimulagdo continua dos niveis da enzima, sem que fosse atingido qualquer valor

maximo seguido de decréscimo da actividade do marcador osteoblastico.

Formacdo de depdsitos de fosfato de cdlcio

A formagdo de depositos de fosfato de calcio nas culturas celulares mantidas nas diversas
condi¢les experimentais foi avaliada através de ensaios histoquimicos (Tabela VI), dos
niveis de fosforo e calcio ionizados no meio de cultura (Fig. 25) e da observagdo destas
culturas por MEV (Fig. 26).

Nas culturas celulares que cresceram em situagdo controlo (AA + B-GF) o processo de
mineralizag@io ocorreu durante a 5* semana de incubagfo, tal como é demonstrado pelas
reac¢des histoquimicas positivas para a detecgdo de depositos de fosfato de calcio no dia 28
(Tabela VI) e também pelo consumo significativo de fosforo e calcio ionizados do meio de
cultura durante esta fase (Fig. 25). A concentragdo de fosforo ionizado aumentou
significativamente até ao dia 20, enquanto que os niveis de calcio ionizado ndo sofreram
grandes variages durante este periodo; a partir do dia 20 ¢ até ao fim do periodo de

incubagdo as concentragdes das duas espécies idnicas diminuiram significativamente.
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Tabela VI —- Reacgio histoquimica para a detecgdo de depositos de fosfato de célcio (método de von Kossa)
nos dias 21, 28 e 35, em culturas de células osteoblasticas de medula éssea humana mantidas nas seguintes
condi¢les experimentais: situagdo controlo (culturas efectuadas na presenga de AA + B-GF), presen¢a

continua de PTH, presenga de PTH durante a primeira, segunda ou terceira semana de incubag#o.

21 dias 28 dias 35 dias
Controlo - +/- +
PTH continuo +/- + ++
PTH 1° semana - + ++
PTH 2° semana - - -
PTH 3" semana - - -

A intensidade da colorag#io € definida do seguinte modo: -, coloragfio negativa; +, coloragio positiva de fraca

intensidade; ++, coloragfio positiva de média intensidade; +++, coloragdo positiva de elevada intensidade.

As culturas mantidas na presenga continua de PTH apresentaram um padrfio de variagdo
dos niveis de fosforo e calcio ionizados no meio de cultura semelhante ao observado nas
culturas controlo (Fig. 25), embora se observasse uma descida mais abrupta dos niveis
destas espécies a partir do dia 20. Estas culturas apresentaram uma reac¢do de von Kossa
positiva no dia 21, sugerindo que a formagdo de 4reas mineralizadas ocorreu a partir da 3*
semana (Tabela VI). Relativamente as culturas controlo, nas culturas expostas & PTH
durante a 1* semana, os niveis de fosforo ionizado aumentaram até mais tarde (cerca de 2 a
3 dias) e os niveis de fosforo e calcio comegaram a baixar apenas a partir do dia 23 (Fig. 25);
estes resultados estdo em concordancia com os observados nos ensaios histoquimicos, que
mostraram que ocorreu alguma mineralizagdo durante a quarta semana (Tabela VI). Nas
culturas expostas & hormona durante a 2% e 3* semanas de cultura, nio houve mineralizagio,
tal como se pode verificar pelas reacgdes histoquimicas negativas (Tabela VI) e pelos

valores de fosforo e célcio ionizados no meio que ndo apresentaram qualquer redugio (Fig.
25).
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Figura 25 — Niveis de fosforo (A) e calcio (B) ionizados no meio de cultura recolhido de culturas de medula

ossea humana mantidas nas seguintes condi¢les experimentais: situagiio controlo (culturas efectuadas na
presenca de AA + B-GF) (), presenca continua de PTH (M), presenca de PTH durante a primeira (a),

segunda (X) ou terceira () semana de incubagao.

*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situagfo controlo. Os desvios padrio observados

foram < 20 %.

A observagiio por MEV mostrou que as culturas que cresceram nas vérias condigdes
experimentais apresentaram, no dia 21, uma estrutura formada por células € uma matriz
extracelular fibrilar com um aspecto continuo, sem qualquer evidéncia de depdsitos
minerais. No entanto, no dia 28, as culturas expostas continuamente a PTH apresentaram
numerosas estruturas globulares minerais na rede de fibras. Nas restantes culturas celulares,
ndo se observou qualquer formagdo de depositos de fosfato de célcio, excepto nas culturas

expostas & hormona durante a 1* semana, em que se verificou a existéncia de poucos
depositos ao dia 35 (Fig. 26).
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Figura 26 — Fotografias de microscopia electronica de varrimento de culturas de células osteoblasticas de
medula ssea humana com 35 dias, mantidas em situagfo controlo (culturas efectuadas na presenga de AA +
B-GF) (A), na presenga de PTH de modo continuo (B), na presen¢a de PTH durante a primeira (C), segunda

(D) ou terceira (E) semana de incubaggo. F — ampliagéio de B.
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2.2.3 — Discussio

228-230236241 1ue mostram que a hormona da paratirdide pode regular

Existem varios estudos
quer negativa, quer positivamente a expressdo de marcadores do fenotipo osteoblastico tal
como a fosfatase alcalina, colagénio tipo I, osteopontina e osteocalcina, dependendo da
fonte de osteoblastos em cultura (linhas celulares, medula éssea, osso alveolar...) € da
duragdio do tratamento hormonal. As diferengas existentes nestes resultados podem estar
relacionadas com o facto da ac¢io inibitéria da PTH ter sido demonstrada em experi€ncias
de curta duragio, enquanto que a estimulagdo da actividade osteoblastica tem sido
observada em ensaios mais longos. Os efeitos a curto prazo provavelmente mostram os
efeitos agudos da hormona sobre a populagdo osteobldstica, enquanto que os efeitos a longo

prazo podem representar alteragdes na composi¢io e tamanho da populagdo de células

pertencentes & linhagem osteoblastica.

Os resultados descritos neste trabalho sugerem que a presenga da hormona da paratirdide,
na concentragdo utilizada (10 nmol.L") e em qualquer fase de diferenciagdo osteoblastica
interfere com o comportamento de proliferagdo e diferenciagfio das culturas de células de
medula éssea humana nas condicdes experimentais testadas. O efeito mais significativo foi
um evidente aumento da actividade da fosfatase alcalina nas culturas expostas
continuamente a accdio da PTH e nas culturas expostas a hormona durante a 1* semana.
Estas culturas apresentaram capacidade de formagio de uma matriz extracelular
mineralizada e, relativamente as culturas controlo, as culturas expostas continuamente a
PTH mostraram uma mineralizacio mais precoce enquanto que nas culturas tratadas apenas
durante a 12 semana a mineralizacfio foi mais tardia. Nas culturas celulares expostas a PTH
durante a 2* e 3* semanas do periodo de incubagdo os niveis de fosfatase alcalina
aumentaram continuamente durante o tempo de incubagfo e nfio se observou formagdo de
depositos de fosfato de célcio. Estes resultados (auséncia de redugdo dos niveis de fosfatase
alcalina e de mineralizagio) devem-se provavelmente ao facto da matriz extracelular nio
estar adequada qualitativa ou quantitativamente para que ocorra deposigdo de fosfato de
calcio, observacdo que parece ser sugerida pela redugdo da sintese de proteinas
extracelulares observada nestas duas situagdes. Como consequéncia, o nimero de
osteoblastos a ficarem presos na matriz é pequeno, continuando a observar-se proliferagéo

celular e produgdo de fosfatase alcalina. Assim, nestas culturas, ndo ha um sinal para que a
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enzima deixe de ser sintetizada, uma vez que o gene responsavel pela sintese da fosfatase
alcalina s6 € inibido quando os osteoblastos ficam embebidos na matriz' 11221 ¢

consequentemente ndo ha um processo de sinalizagfio para que a mineralizagfo se inicie.

Estes resultados sugerem que a PTH esté4 intimamente ligada a diferenciago osteoblastica,
inibindo a diferenciagfo das células osteoblasticas mais maduras, e favorecendo as que se
encontram num estado imaturo (fase proliferativa), isto ¢ a ac¢do anabdlica da hormona
pode ser explicada em parte pela estimulagio da proliferagio®®® e da diferenciagdo das
células osteoprogenitoras. Nakatani e col.*** demonstraram o efeito estimulatério directo da
hormona na diferenciag¢do de células osteoblasticas da linha celular MC3T3-E1 e sugeriram
que esta estimulagfo ¢ feita via produgéo intracelular de AMP.. O efeito estimulatorio da
PTH nas células osteobldsticas parece ocorrer indirectamente, uma vez que varios estudos
in vitro tém demonstrado que a hormona possui um efeito de desdiferenciagéo, isto € a PTH
provoca uma redugdo da actividade da fosfatase alcalina e da sintese de colagénio tanto em
culturas de tecidos, como em culturas de células dsseas isoladas'®. No entanto, os efeitos
anabdlicos da PTH sobre o osso tém sido explicados pela estimulagdo da proliferagdo
celular (aumento do numero de células) causada pela hormona, ou seja, o peptideo diminui
a actividade da fosfatase alcalina nas células osteoblasticas individuais, enquanto que a
actividade total da enzima aumenta®*?. A variaciio na resposta da fosfatase alcalina a
exposi¢io da PTH reflecte a importancia da definigédo do estado de diferenciagdo em que se
encontram as células osteobldsticas em estudo. E possivel que seja o balango entre os varios
estados de diferencia¢do existentes na populagdo celular que determina a resposta da

fosfatase alcalina a PTH.

A concentragdo da PTH aqui utilizada, 10 nmol.L™!, é claramente superior as concentragdes
da hormona a que as células Osseas estdo expostas in vivo (1-5 pmol.L'l)m. Contudo, a
PTH ¢ uma molécula que tem uma capacidade de aderéncia elevada a varias superficies e
componentes do soro, podendo verificar-se que nos sistemas in vifro a concentra¢do a que

estdo expostos os osteoblastos ¢ inferior & adicionada inicialmente a cultura®®

. De qualquer
modo, a concentra¢gio de PTH utilizada na grande maioria dos estudos que envolvem

culturas de células é de 10 nmol.L™.

Os resultados observados ao longo do trabalho sugerem que neste sistema, isto € em

culturas de medula 6ssea humana mantidas nas condigdes experimentais descritas, o efeito
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da hormona da paratir6ide no comportamento das células osteoblasticas ¢ mais significativo

quando a PTH é administrada de forma continua ao longo do periodo de cultura.

2.3 - EFEITO DA HORMONA DO CRESCIMENTO

Como ja foi referido, o crescimento e a regeneragfio normais do esqueleto dependem de
niveis adequados de vitaminas, minerais, hormonas e da interac¢éo complexa de numerosos
factores de crescimento que condicionam o comportamento das células osteoblasticas. Um
dos mais importantes destes factores que promove o desenvolvimento do tecido 6sseo € a
hormona do crescimento. Embora os factores osteotropicos, tal como a insulina e as
hormonas da tir6ide, influenciem o crescimento 6sseo, a hormona do crescimento € a tinica
hormona reconhecida por estimular o crescimento longitudinal 6sseo sendo o seu efeito
dependente da concentragiio®*.

A hormona do crescimento ¢ um polipeptideo produzido e armazenado nas células
acidofilas do lobo anterior da glindula pituitaria ou hipofise que possui uma acgéo
anabolica geral. Esta hormona exerce uma variedade de efeitos fisioldgicos em varios
tecidos do organismo, tal como a estimulagdo do crescimento, regulacdo do sistema
imunitério e do metabolismo dos hidratos de carbono e na lactagio®®’. Estdo descritos dois
mecanismos responsaveis pela ac¢do da hormona do crescimento:

1) o efeito promotor do crescimento ndo se deve a uma interac¢io directa com as células

alvo, mas é mediado pela libertagsio de somatomedinas (IGFs)**2*7;
2) a hormona do crescimento também exerce uma acc¢do directa nas células através da sua
interacgfio com receptores transmembranares locais™*®.

Morel** demonstrou que a presenga de receptores para a hormona do crescimento nos
osteoblastos corrobora o efeito endocrino directo da hormona sobre estas células. A
hormona do crescimento liga-se inicialmente a nivel da membrana plasmatica dos

osteoblastos e ¢ depois interiorizada no niicleo, onde se tornam possiveis a expressdo

génica e a libertacdo das somatomedinas.

As somatomedinas ou IGFs sfo peptideos que possuem uma estrutura semelhante a da

insulina e por isso sdo denominadas “insulin growth factors”. Sdo produzidas por vérios
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tecidos em resposta 4 hormona do crescimento, mas sfo principalmente sintetizadas pelo

figado, existindo também no microambiente 6sseo, produzidas pelas células locais. As

somatomedinas actuam como hormonas circulantes e os seus efeitos a nivel do tecido 6sseo

incluem:

e aumento da deposicdo de proteinas pelos condrocitos e células osteogénicas
responsaveis pelo crescimento 6sseo;

e aumento da proliferagdo celular destes dois tipos de células;

e conversdo de condrocitos em células osteogénicas, causando deposi¢do do tecido dsseo.

Virios autores”**#*-2492° demonstraram que a hormona do crescimento exerce um efeito
mitogénico sobre as células osteoblasticas em cultura mediado pela ac¢do autocrinica ou
paracrinica da somatomedina IGF-I**"#!. Schmid e col.*** mostraram que este factor de
crescimento € capaz de favorecer a diferenciacdo de células osteoblasticas in vitro e
aumentar a actividade da fosfatase alcalina. Noutro estudo, foi descrito que as acg¢des
estimulatorias da hormona do crescimento eram inibidas na presenca de anticorpos IGF-I.
Estes resultados sugerem que ¢ necessaria a presenga da forma biologicamente activa de
IGF-I para que a hormona do crescimento exer¢a a sua acg¢do na proliferagdo dos

osteoblastos.

A hormona do crescimento ¢ normalmente vista como um dos principais factores que
afectam o metabolismo 6sseo, pois além de regular a reabsorgio osteoclastica®’, promove
um aumento da sintese de proteinas (colagénio e outras proteinas da matriz extracelular), de
ADN e ARN e um aumento do niimero de células e do tamanho celular>*>*®, A hormona
do crescimento possui um efeito directo na proliferacdo celular e estimula a produgdo de
IGF-1 que, por sua vez, pode exercer um efeito estimulatério na proliferagdo e

diferenciagdo das células 6sseas”’.

Embora ja tenha sido demonstrado que a hormona do crescimento influencia as células

osteoblasticas in vitr0244,246,247,249-251,253-255

, ainda ndo foi determinado se este efeito se deve
a um aumento do numero de precursores osteoblasticos que proliferam, ou a um aumento
do numero de pré-osteoblastos que se diferenciam, resultando deste modo num aumento da

sintese e secre¢do de proteinas da matriz extracelular.
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1.°% mostraram que uma pequena dose desta hormona injectada directamente

Isaksson e co
na placa de cartilagem da tibia estimulava o crescimento da epifise, enquanto que uma dose
sistémica idéntica nfio exercia qualquer efeito. Além disso, existem varios estudos relativos
ao efeito da hormona do crescimento sobre células osteoblasticas que adicionaram a
hormona de modo descontinuo®>>?*°. Assim, no trabalho que aqui se descreve, foi estudado
o comportamento das células de medula 6ssea humana expostas & hormona do crescimento

por periodos de 24 horas ao longo do tempo de incubag3o.

2.3.1 — Material e Métodos

As culturas celulares osteoblasticas sio muitas vezes efectuadas num meio relativamente
pobre em nutrientes, por exemplo a-MEM ou DMEM, que normalmente é suplementado
com soro bovino fetal. A adi¢do de soro é necessaria pois constitui uma fonte de nutrientes
essenciais e co-factores, tais como vitaminas e alguns aminoacidos e fornece igualmente
hormonas e factores de crescimento. Nas situagdes em que se pretende estudar o efeito de
factores de crescimento e de determinadas hormonas no comportamento das células
osteoblasticas, a presencga de soro bovino fetal pode constituir uma fonte de interferéncias
devido a possibilidade de interacgdes dos varios factores € hormonas presentes no soro e a
hormona que se pretende estudar. Deste modo, ¢ no que diz respeito a hormona do
crescimento, muitos dos estudos descritos na literatura avaliam o efeito da hormona em

244.249.250.255259 embora também estejam descritos

células mantidas na auséncia de soro
estudos que analisam o efeito da hormona em células cultivadas na presenca de soro®". De
referir, também, que ha vérios estudos que sugerem que a administragdo intermitente de
hormona do crescimento conduz a resultados mais favoraveis no que diz respeito a
estimulac@o do crescimento 6sseo do que a utilizag@o continua da hormona®*>**°. Assim, o
estudo que se segue foi realizado com culturas celulares mantidas permanentemente com

soro bovino fetal e com culturas celulares que cresceram temporariamente na auséncia de

soro, com o objectivo de avaliar o efeito da hormona do crescimento nestes dois sistemas.

CULTURAS CELULARES
As células de medula 6ssea humana foram cultivadas em condigdes experimentais idénticas

as descritas no capitulo II (sec¢do 2.1). Apos a tripsinizagiio da cultura primaria, as células

foram cultivadas (10* células.cm™) por um periodo de 37 dias em condigdes controlo
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(auséncia da hormona do crescimento) e na presenca da hormona numa concentragdo de
50 ng.ml™. A escolha desta concentragiio baseou-se em resultados obtidos em trabalhos

anteriores®".

O efeito da hormona do crescimento foi avaliado em duas situagdes experimentais:

1) as células foram cultivadas em a-MEM suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) e na presenca de acido ascorbico (50 pg.ml') e p-glicerofosfato (10 mmol.L™?)
(situagdo controlo). As culturas foram expostas & hormona do crescimento por periodos
de 24 horas ao longo do periodo de incubagdo, nomeadamente nos dias 3, 8, 15, 22, 29
e 36. Os resultados dos ensaios bioquimicos estdo apresentados como linhas continuas.

2) as células foram cultivadas em a-MEM suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) ¢ na presenga de acido ascorbico (50 pg.ml?) e B-glicerofosfato (10 mmol.L™).
O efeito da hormona do crescimento foi estudado por periodos de 24 horas ao longo do
periodo de incubagfio mas, neste caso, em células mantidas na auséncia de soro. Para
isso, 48 horas antes da adi¢do da hormona, o meio de cultura foi substituido por um

meio sem soro (e com 0,1% de albumina®***>°

) e, apds 24 horas, a hormona foi
adicionada por um periodo de 24 horas. Também nesta situagdo, a hormona do
crescimento foi adicionada nos dias 3, 8, 15, 22, 29 e 36.

As culturas foram também cultivadas nas mesmas condi¢Ges experimentais mas na
auséncia de hormona do crescimento (situa¢do controlo), isto é, as culturas foram
mantidas na auséncia de soro nos mesmos periodos que as culturas tratadas. Os

resultados dos ensaios bioquimicos estdo apresentados como linhas descontinuas.

CARACTERIZACAO DAS CULTURAS CELULARES

As culturas celulares foram caracterizadas relativamente a proliferacdo/viabilidade celular
(ensaio do MTT), conteudo total de proteina, actividade da fosfatase alcalina e capacidade
de formagdo de depOsitos minerais, de acordo com a metodologia descrita no capitulo II
(sec¢do 2.1). As culturas foram caracterizadas nos dias 4, 9, 16, 23, 30 e 37. Os meios de
cultura foram analisados para avaliagdo da concentragdio de fosforo e célcio ionizados,

seguindo a metodologia descrita no capitulo III (sec¢do 2.1.1).
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2.3.2 — Resultados

Proliferagdo/viabilidade celular

Os resultados relativos a proliferagdo/viabilidade celular das culturas que cresceram nas
diferentes condi¢des experimentais estdo apresentados na figura 27A. As culturas que
cresceram temporariamente na auséncia de soro bovino fetal (periodos de 48 horas ao longo
do tempo de incubagfio) apresentaram valores de crescimento celular muito baixos,
comparativamente com as culturas mantidas na presenga de 10% de soro ao longo de todo o

periodo de incubagao.

A (A=600 nm)
CTP {gg.cm?)
5

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Dias Dias

Figura 27 — Efeito da hormona do crescimento na proliferagio/viabilidade celular (A) e contefido total de
proteina (B) de culturas celulares de medula 6ssea humana. Auséncia de hormona do crescimento (A);
presenca de hormona do crescimento ().

*Significativamente diferente das culturas que cresceram na respectiva situagio controlo. Os desvios padrio

observados foram < 20 %.

Nas culturas mantidas na auséncia temporaria de soro € sem hormona do crescimento
(culturas controlo sem SBF), a proliferag@o celular aumentou lentamente ao longo do tempo
de incubagfio, mantendo-se aproximadamente constante a partir da 4° semana de cultura
(Fig. 27A). As culturas que cresceram na presenga de soro e sem hormona do crescimento

(culturas controlo com SBF) proliferaram gradualmente ao longo do tempo de incubagio, o
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valor maximo de redugdo do MTT foi observado no dia 23, ap6s o que se observou uma
tendéncia para a manutengdo dos valores até ao fim do periodo de cultura (Fig. 27A). Os
valores de redugdo do MTT observados nestas culturas foram sempre superiores aos
obtidos nas culturas controlo sem SBF.

A adi¢do da hormona do crescimento por periodos de 24 horas ao longo do tempo de
incubagdo e na auséncia de soro resultou num aumento da proliferagfo celular a partir da 4*
semana de cultura (Fig. 27A). As culturas que cresceram na presen¢a da hormona nos
mesmos periodos € na presenga de soro apresentaram um padrdo de proliferagéo celular
semelhante ao observado na respectiva situagéo controlo, embora os valores de redugéo do

MTT fossem sempre superiores, especialmente a partir da 4* semana de cultura (Fig. 27A).

Conteudo total de proteina
O conteudo total de proteina aumentou com o tempo de incubacdo de modo semelhante a

proliferacdo celular (Fig. 27B).

Actividade da fosfatase alcalina

Nas culturas que cresceram na presenca de AA + B-GF + soro (culturas controlo com SBF)
a actividade da fosfatase alcalina aumentou até aproximadamente ao dia 23, diminuindo a
partir deste dia (Fig. 28). Os niveis da enzima nas culturas que cresceram na auséncia
temporaria de soro e sem hormona do crescimento (culturas controlo sem SBF)
aumentaram gradualmente ao longo do periodo de incubagdo (Fig. 28). A adi¢do da
hormona do crescimento resultou sempre numa diminui¢do da actividade da fosfatase
alcalina, ao longo de todo o tempo de incubagdo (Fig. 28).

Os resultados apresentados na figura 28 mostraram que apenas nas culturas mantidas na
presenca de soro (expostas ou ndo & hormona do crescimento) a actividade da fosfatase
alcalina diminuiu a partir da 4* semana de incubagfo; na auséncia de soro, a actividade da
enzima aumentou ao longo de todo o tempo de incubagio.

As culturas coradas para a presenca da fosfatase alcalina, nos dias 23, 30 e 37, mostraram
que estes resultados estfo em concordincia com os resultados observados na determinagéo

bioquimica da enzima (dados ndo apresentados).
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Figura 28 — Efeito da hormona do crescimento na actividade da fosfatase alcalina de culturas celulares de

medula dssea humana. Auséncia de hormona do crescimento ( A); presenca de hormona do crescimento (M).
*Significativamente diferente das culturas que cresceram na respectiva situa¢io controio. Os desvios padrio

observados foram <20 %.

Formacado de depdsitos de fosfato de cdlcio

A formagdo de depdsitos de fosfato de calcio nas diversas culturas foi avaliada através de
ensaios histoquimicos (Tabela VII) e da determina¢do dos niveis de fésforo e cilcio
ionizados no meio de cultura (Fig. 29). As culturas controlo que cresceram na presenca de
soro apresentaram uma reac¢do histoquimica fracamente positiva para a detecc¢do de areas
mineralizadas no dia 30. As culturas expostas & hormona do crescimento apresentaram
reacgdo histoquimica positiva no dia 37. As culturas mantidas na auséncia de soro expostas
ou ndo a hormona apresentaram reac¢des histoquimicas negativas.

Na auséncia de células, os niveis de fosforo e célcio ionizados no meio de cultura foram
semelhantes ao longo do periodo de incubagfo (resultados ndo apresentados). Nas culturas
controlo efectuadas na presenca de soro, os niveis de fosforo ionizado aumentaram
gradualmente até¢ ao dia 23, enquanto que os niveis de calcio ionizado mantiveram-se
aproximadamente constantes durante este periodo; as concentragdes das duas espécies
baixaram aproximadamente a partir do dia 23 (Fig. 29). Nas culturas expostas a hormona
do crescimento na presenga de soro, o padrio de variagdo do fésforo e célcio ionizados foi
semelhante ao observado nas respectivas culturas controlo, embora os valores maximos
atingidos fossem inferiores e a redugio dos niveis menos acentuada (Fig. 29). Nas culturas

efectuadas na auséncia de soro (expostas ou ndo a hormona do crescimento) os niveis de

120



Modulacio farmacolégica da interaccio tecido dsseo/biomateriais. Estudos in vitro.

calcio ionizado no meio mantiveram-se relativamente constantes até ao dia 23, diminuindo
ligeiramente depois, enquanto que as concentragdes de fosforo ionizado aumentaram

gradualmente até ao fim do tempo de incubagdo (Fig. 29).

Tabela VII — Reacgio histoquimica para a detecgdo de depositos de fosfato de calcio (método de von Kossa
nos dias 23, 30 e 37, em culturas de células osteoblasticas de medula dssea humana mantidas nas seguintes
condigOes experimentais: culturas controlo com soro (A), culturas controlo sem soro (B), culturas com soro

expostas & hormona do crescimento (C) e culturas sem soro expostas & hormona do crescimento (D).

23 dias 30 dias 37 dias
A - +- +
B . . .
C - - +
D . - .

A intensidade da coloragfo ¢ definida do seguinte modo: -, colora¢fio negativa; +, coloragiio positiva de fraca

intensidade; ++, coloragéio positiva de média intensidade; +++, coloragfo positiva de elevada intensidade.
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Figura 29 — Niveis de fosforo (A) e calcio (B) ionizados no meio de cultura recothido de culturas de medula 6ssea

humana. Auséncia de hormona do crescimento (A); presenga de hormona do crescimento (M).
*Significativamente diferente das culturas que cresceram na respectiva situagéo controlo. Os desvios padrdo

observados foram < 20 %.
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2.3.3 — Discussio

A hormona do crescimento desempenha um papel importante no crescimento Osseo
longitudinal pés-natal. Este efeito de modelagio da hormona deve-se a sua capacidade para
estimular as células precursoras na cartilagem epifisial. Estudos recentes sugeriram que a
hormona do crescimento também participa no processo de renovagio continua do esqueleto
humano adulto (remodelago)’®. Esta hormona influencia o crescimento e as fungdes
osteoblasticas in vivo e in vitro; a administragdo de uma pequena dose de hormona do

crescimento induz uma estimulagdo sustentada da actividade osteoblastica'.

A concentragdo plasmatica da hormona do crescimento diminui com a idade e ¢é
influenciada pelas hormonas sexuais, alterando-se ap6s a menopausa. Em vérios aspectos,
os problemas que advém do envelhecimento sfo semelhantes a um estado de deficiéncia da
hormona do crescimento; isto verifica-se para o sistema imunitario € para a densidade
Ossea. Assim, tem sido postulado que a diminui¢do da actividade da hormona, a par de
outros factores, pode constituir uma causa da osteoporose’®'. Consequentemente, uma
terapéutica de substitui¢do da hormona do crescimento pode ser potencialmente utilizada

nos idosos de modo a manter e se possivel aumentar a densidade e estrutura ¢sseas™®’.

A capacidade de resposta in vitro das células osteoblasticas & hormona do crescimento tem
sido, até agora, predominantemente estudada em linhas celulares”™, em culturas de células
fetais de roedores®*®**7?* de galinha®*® ou em osteoblastos humanos derivados de 0sso
trabecular”'?%*?% tendo sido demonstrada estimulagio da proliferacdo e/ou da
diferenciagdo celular. Kassem®> demonstrou que a hormona do crescimento exerce
diferentes efeitos nas células osteoblasticas humanas derivadas do estroma de medula
ossea, dependendo das condi¢des de cultura; a hormona aumenta a proliferagdo em culturas
subconfluentes e estimula a diferenciagdo em culturas confluentes, o que sugere que os

efeitos da hormona do crescimento nestas células dependem do seu estado de diferenciagio.

Os dados obtidos neste trabalho parecem sugerir que os osteoblastos proliferam mais
activamente em resposta ao estimulo da hormona do crescimento, uma vez que se observou
um aumento da proliferacdo/viabilidade celular nas culturas tratadas com a hormona. Os

efeitos da hormona do crescimento sobre os marcadores da diferenciacio estudados neste
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trabalho foram pouco significativos; observou-se uma ligeira redu¢io da actividade da
fosfatase alcalina nas ultimas duas semanas de cultura e verificou-se a formacéo de

depositos de fosfato de calcio apenas durante a Gltima semana, na presenga de soro.

Um padrio semelhante de respostas, isto ¢, estimulagdo da proliferagéo celular e redugdo da
actividade da fosfatase alcalina pela hormona do crescimento foi observado em culturas de
células osteoblasticas fetais de ratinho®’ e de galinha®*® e em culturas osteoblasticas de
medula éssea humana obtida a partir de mulheres com osteoporose vertebral’® e de
voluntarios saudaveis®. Existem outros trabalhos que também ja demonstraram que esta
hormona estimula a proliferagdo, mas nfo a diferenciagdo de células precursoras de varios
tipos celulares, incluindo adipécitos™ e condrécitos®™®. A acglio pouco significativa da
hormona do crescimento na diferenciagio osteoblastica, nestas culturas, sugere que o papel
desta hormona ¢ de aumentar o numero de células, enquanto que outros factores de
crescimento ou outras hormonas sdo necessarios para mediar a diferenciacio celular. A
semelhanca do que acontece com outras substincias que regulam o metabolismo dsseo e do
que se observou para a dexametasona e para a hormona da paratiride, existe uma
diversidade de resultados relativos ao efeito da hormona do crescimento nas células
osteoblasticas. Ao contrario dos dados obtidos neste trabalho, varios autores demonstraram
que a hormona do crescimento exerce uma ac¢do directa na diferenciagdo osteoblastica,
estimulando a actividade da fosfatase alcalina e a secrecdo de osteocalcina®***'*>,

Contudo, estas diferengas devem-se provavelmente a diversidade de sistemas celulares e de

condi¢Ges experimentais utilizados nos varios trabalhos.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a exposi¢do de culturas celulares de
medula 6ssea humana a hormona do crescimento por periodos de 24 horas ao longo do
tempo de incubagdo resultou num aumento da proliferacdo celular, tanto em células
mantidas na presenga como na auséncia de soro bovino fetal. Convém referir no entanto
que as culturas que cresceram na presenga de soro apresentaram um crescimento celular
(ensaio do MTT e contetido total de proteina) superior ao das culturas mantidas na auséncia

de soro.
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3 — EFEITO DA DOXICICLINA E DA MINOCICLINA NO
COMPORTAMENTO OSTEOBLASTICO DE CULTURAS
CELULARES DE MEDULA OSSEA HUMANA

As tetraciclinas foram introduzidas em 1948 como antibidticos de largo espectro. Tém sido
usadas em medicina dentdria, particularmente na terapéutica periodontal, em virtude das
suas propriedades®6>2%¢:

1) eficacia em suprimir organismos anaerébios gram-negativos que existem na placa
subgengival;

2) capacidade de concentragdo no fluido crevicular gengival em niveis 5 a 10 vezes
superiores aos encontrados no soro;

3) capacidade de ligag8io a superficie do dente, sendo libertadas lentamente sem perder a
sua ac¢io antimicrobiana. Esta caracteristica permite prolongar a eficacia terapéutica
durante algum tempo depois do fAirmaco deixar de ser administrado ao paciente.

Para além destas, estes antibidticos tém propriedades independentes da accdo

antimicrobiana que parecem modular a resposta do hospedeiro e que séo, do ponto de vista

terapéutico, vantajosas™®’:

1) tém capacidade de promover a adesdo de fibroblastos a superficie dos dentes,
favorecendo a regeneracio periodontal;

2) inibem directamente as enzimas colagenoliticas, diminuindo assim, a degradagio do
tecido conjuntivo. Esta propriedade ndo é exibida por mais nenhum outro grupo de

antibidticos.

Foi na década de 80 que Golub e col.*®® verificaram que as tetraciclinas possuiam efeitos
farmacologicos ao inibir a actividade das metaloproteinases, tal como a colagenase, e que
esta accdo ndo estava relacionada com a actividade antimicrobiana destes farmacos. A
inibic@io que as tetraciclinas exercem sobre este grupo de enzimas deve-se a sua capacidade
de ligagdo aos ides metalicos presentes nas metaloproteinases e que sdo necessarios para a
sua actividade de degradagio da matriz; o Zn** é necessario no local activo da enzima e o
Ca”™ estabiliza a conformacfio enzimatica®’. A colagenase ¢ uma metaloproteinase da
matriz (MPM) responsavel, entre outros, pela degradacdo do colagénio da matriz
extracelular do tecido conjuntivo, incluindo o tecido 6sseo. E produzida por uma variedade

de células incluindo as células Osseas € a sua actividade ¢ regulada in vivo pelos inibidores
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das MPM’s. No tecido 6sseo, varias hormonas calciotropicas, tal como a hormona da
paratirdide e factores de crescimento, actuam através de receptores existentes nos
osteoblastos e estimulam a libertacdo de colagenase para a matriz extracelular. Uma vez
secretada, esta enzima degrada o colagénio do ostedide permitindo que os osteoclastos
cheguem até ao osso mineralizado e iniciem o processo de reabsorgdo 6ssea’®. Assim, ao
inibirem directamente a ac¢8o da colagenase, as tetraciclinas diminuem de forma indirecta a

N o2
taxa de reabsorcdo 6ssea’®®.

Este grupo de antibidticos tem capacidade de inibir a reabsor¢io 6ssea ndo s6 através da

inibicdo da colagenase, mas também através da inibicdo da fungfio osteoclastica. As
o qe n . - , . 266,

tetraciclinas podem afectar os pardmetros osteoclasticos de varios modos™ :

1. alterando a capacidade de resposta dos osteoclastos a uma elevada concentragio

extracelular de calcio;

reduzindo a 4rea da membrana de reabsorcdo;

diminuindo a produgéo de acido, que € secretado para a lacuna de reabsorcéo;

diminuindo a secre¢fo de enzimas lisossomicas envolvidas na reabsor¢do 6ssea;

A

induzindo a retracgfo celular dos osteoclastos, o que diminui a sua adesdo ao substrato.

O mecanismo de inibi¢do da colagenase pelas tetraciclinas € terapéuticamente importante,
visto que as concentragles que sdo utilizadas reduzem a elevada actividade colagenolitica
patolégica (que se observa por exemplo durante a inflamag&o), mas ndo produzem qualquer
efeito negativo na colagenase necesséria para a remodelag@o do tecido conjuntivo, isto €

I’5. Contudo, este fendmeno & bastante

para manter a integridade do tecido norma
complexo, visto que os varios membros desta familia diferem entre si na sua eficécia anti-
colagenase, além de que as colagenases provenientes de diferentes tecidos e células podem
variar consideravelmente na sua susceptibilidade a inibi¢do pelas tetraciclinas®®®. Por
exemplo, verificou-se que enquanto concentra¢des relativamente baixas de minociclina
(2-25 pg.ml") inibem a colagenase produzida por neutréfilos polimorfonucleares

humanos, ¢ necessdrio uma concentragio muito superior (250 pg.ml") para produzir o

mesmo efeito em colagenases produzidas por fibroblastos humanos em cultura®®’.

As tetraciclinas semi-sintéticas, tal como a doxiciclina e a minociclina, sdo consideradas

inibidores mais eficazes da colagenase do que a tetraciclina HCI. A elevada actividade da
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doxiciclina (ICso = 15 uM) deve-se a sua maior capacidade de ligagdo ao ido Zn®*. Estas
duas tetraciclinas podem inibir directamente a reabsor¢fio Ossea € a actividade da

. . . ]
colagenase produzida pelas células Osseas in vitro 67,

Para além dos efeitos in vivo na perda 6ssea periodontal (redugio da degradagdo do tecido
conjuntivo), as tetraciclinas parecem ter um efeito anabdlico no metabolismo 6sseo,
observagédo derivada de estudos que utilizaram o modelo de rato diabético®’; os resultados
mostraram que estes compostos possuem a capacidade de impedir a osteoporose no
esqueleto de ratos diabéticos, através do aumento da actividade osteoblastica e da

estimulacdo da formagéo 6ssea’®’.

Apesar de varios estudos mostrarem que as tetraciclinas exercem um efeito benéfico no
tecido Osseo, sdo escassos os trabalhos relativos ao comportamento das células
osteoblasticas na presen¢a destes compostos. Neste trabalho, células de medula Ossea
humana foram cultivadas durante 35 dias em condigdes experimentais que favorecem o
desenvolvimento completo do fendtipo osteoblastico. O comportamento de
proliferacdo/diferenciagdo destas culturas celulares foi estudado na presenca de diferentes

concentragdes de doxiciclina e de minociclina.

3.1 - MATERIAL E METODOS

CULTURAS CELULARES

As células de medula 6ssea humana foram cultivadas em condi¢des experimentais idénticas
as descritas no capitulo II (sec¢do 2.1). Apoés a tripsinizag@o da cultura primaria, as células
foram cultivadas (10° células.cm™) por um periodo de 35 dias na presenca de écido
ascorbico (50 pg.ml™), B-glicerofosfato (10 mmolL™") e dexametasona (10 nmol.L™), em
condi¢des controlo (ausé€ncia de antibidticos) e na presenga de uma gama de concentragdes
de doxiciclina (1 pg.ml™, 5 pg.ml”, 10 pg.ml” e 25 pg.mI™) e de minociclina (1 pg.ml™,
5 pug.ml™, 10 pg.ml™?, 25 pg.ml™ e 50 pg.ml™).

CARACTERIZACAO DAS CULTURAS CELULARES

As culturas celulares foram caracterizadas relativamente & proliferacéo/viabilidade celular

(ensaio do MTT), conteudo total de proteina, actividade da fosfatase alcalina e capacidade
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de formaciio de depésitos minerais, de acordo com a metodologia descrita no capitulo II
(secgdo 2.1). As culturas foram caracterizadas nos dias 3, 7, 14, 21, 28 ¢ 35. Os meios de
cultura foram analisados para avaliagdo da concentragdo de fosforo e célcio ionizados,

seguindo a metodologia descrita no capitulo III (secgdo 2.1.1).
3.2 - RESULTADOS

Proliferagio/viabilidade celular. Conteudo total de proteina
Os resultados relativos ao ensaio do MTT estdo apresentados nas figuras 30 A e B,

respectivamente para as culturas que cresceram na presenca de doxiciclina e minociclina.

A (A=600 nm)
A (A=600 nm)

Dias

Figura 30 — Proliferagdo/viabilidade celular de culturas de medula éssea humana mantidas na presenca de
doxiciclina (A) e minociclina (B), nas seguintes concentragdes: 1 pg.mi” (m), 5 pgml” (4), 10 pgml™ (x),
25 pg.ml () e 50 ug.ml" (@); situagdo controlo (culturas efectuadas na presenca de AA + B-GF + Dex) (#).
*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situagio controlo. Os desvios padrdo observados

foram < 20 %.

A proliferagdo das células cultivadas em condi¢des controlo (AA + B-GF + Dex) aumentou
gradualmente durante as trés primeiras semanas € a partir do dia 21 os valores de redugdo
do MTT diminuiram significativamente (Fig. 30). As células expostas a 1 pg.ml”' de ambos
os antibidticos apresentaram um crescimento celular superior ao observado nas culturas

controlo. Estas culturas apresentaram um crescimento celular exponencial desde a 1°
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semana, atingiram o valor maximo de redu¢io do MTT ao dia 21 (2,89 + 0,16 e 2,94 + 0,01,
respectivamente para as células cultivadas na presenga de 1 pg.ml’ de doxiciclina e para as
células expostas a igual concentragdo de minociclina), observando-se uma reducéo
significativa da prolifera¢do durante a 4° semana. A presenga de 5 pg.ml™" de doxiciclina ou
de minociclina resultou na indugfo da proliferagdo/viabilidade celular até ao dia 28,
verificando-se uma pequena diminui¢do dos valores de redugdo do MTT durante a quinta
semana de incubagdo. As culturas celulares expostas a 10 pg.ml' de minociclina
proliferaram gradualmente durante os 35 dias de incubagfo, sem atingir qualquer fase
estaciondria ou de redugdo do crescimento celular ¢ os valores de redugdo do MTT foram
superiores aos observados nas culturas controlo (Fig. 30B). No entanto, nas culturas
tratadas com 10 pg.ml' de doxiciclina e 25 pg.ml’ de minociclina, observou-se uma
reducdio significativa da proliferagio celular durante as trés primeiras semanas
relativamente as culturas controlo, sugerindo que a presenga destes farmacos nestas
concentragdes perturba as fases inicial e exponencial do crescimento celular. Em ambas as
situagdes, os valores de redugdo do MTT aumentaram a partir do dia 14, ultrapassaram o
valor observado nas culturas controlo ao dia 28 (19% e 37%, respectivamente) € nfo
apresentaram qualquer reducdo ou manuteng@io dos valores até ao fim do periodo de
incubaciio (Figs. 30A,B). A presenca de 25 pug.ml”' de doxiciclina provocou um efeito
deletério na proliferagdo/viabilidade celular, uma vez que nas culturas expostas a esta
concentra¢do os valores de redugdo do MTT foram muito reduzidos (Fig. 30A). Nas
culturas mantidas na presenga de 50 ug.ml”' de minociclina, o crescimento celular foi muito
baixo até ao dia 21 e aumentou durante as duas tltimas semanas de incubagéo, atingindo no
dia 35, valores de redugdo do MTT proximos dos observados nas culturas controlo

(0,895 £ 0,013 € 0,998 + 0,02, respectivamente) (Fig. 30B).

Nas culturas que cresceram em condig¢des controlo, o conteudo proteico total aumentou ao
longo do tempo de incubagdo de modo semelhante a proliferacdo celular (dados ndo
apresentados). Os resultados obtidos mostraram que as alteragdes no contetdo total de
proteina observadas na presenca das diversas concentra¢des das duas tetraciclinas sdo

idénticas as verificadas na prolifera¢do/viabilidade celular (dados nio apresentados).
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Actividade da fosfatase alcalina

Os niveis de fosfatase alcalina nas culturas celulares de medula 6ssea humana mantidas em
condi¢des controlo (AA + B-GF + Dex) aumentaram ao longo do periodo de incubagfo; o
pico maximo de actividade da enzima foi atingido por volta do dia 14, baixando

significativamente a partir da terceira semana de cultura (Fig. 31).

FA/CTP (nmol.min ".gg prot.”)

FA/CTP (nmol.min . gg prot.”)

Figura 31 — Actividade da fosfatase alcalina de culturas de medula 6ssea humana mantidas na presenga de
doxiciclina (A) e minociclina (B), nas seguintes concentragdes: 1 ug.ml™' (®), 5 ug.ml™ (a), 10 pg.ml™ (x),
25 pg.ml'(*) e 50 ;,Lg.ml'1 (®); situagio controlo (culturas efectuadas na presenga de AA + B-GF + Dex) (#).

*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situagfio controlo. Os desvios padrio observados

foram < 20 %.

As culturas tratadas com 1 pg.ml” de doxiciclina apresentaram um padrdo de actividade de
fosfatase alcalina semelhante ao observado nas culturas controlo (Fig. 31A). As culturas
que foram mantidas na presenga de 5 pg.ml”’ de doxiciclina apresentaram uma menor
actividade da fosfatase alcalina, comparativamente com as culturas controlo; o nivel
maximo da enzima também foi atingido ao dia 14, observando-se uma redugdo da
actividade até ao fim do periodo de incubagdo (Fig. 31A). A exposi¢io das culturas
celulares a 10 pg.ml” de doxiciclina causou um aumento da actividade da enzima até
aproximadamente ao dia 28 e, na Ultima semana, os niveis mantiveram-se praticamente
constantes; até ao dia 14 os valores de actividade de fosfatase alcalina nestas culturas foram

inferiores aos registados nas culturas controlo, ultrapassando-os a partir da 4* semana (Fig.
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31A); no entanto, os niveis maximos foram muito inferiores aos observados na situa¢do
controlo. Nas culturas que foram expostas a 25 pg.ml’ de doxiciclina, os niveis de
fosfatase alcalina foram insignificantes, resultados que estfo de acordo com o facto de as
células praticamente ndo proliferarem na presenga desta concentragéio do antibidtico (Fig. 31A).
As culturas celulares expostas a 1 pg.ml” de minociclina apresentaram uma variagio dos
niveis de fosfatase alcalina semelhante & verificada nas culturas controlo (Fig. 31B). O
valor méaximo foi atingido por volta do dia 14 mas foi inferior ao observado na situagio
controlo; a actividade da enzima diminuiu significativamente até ao fim do tempo de
incubagdo. A presenca de 5 pg.ml” de minociclina resultou numa redugo da actividade da
enzima e o valor maximo foi atingido mais tarde, no dia 21, (Fig. 31B). As células
cultivadas na presenga de 10 e 25 pg.ml' de minociclina apresentaram um aumento
continuo dos niveis da enzima ao longo do periodo de incubagio, sem que se verificasse
qualquer tendéncia para a estabilizagio ou redugdo da actividade deste marcador
osteoblastico (Fig. 31B). Em ambas as culturas, a actividade da fosfatase alcalina até ao dia
21 foi menor do que a observada nas culturas controlo, sendo os valores registados nas
culturas expostas a 10 pg.ml"' superiores aos verificados nas culturas mantidas com
25 pg.ml”'. A exposi¢io a 50 pg.ml”" de minociclina provocou uma significativa
redugfo da actividade da fosfatase alcalina ao longo de todo o periodo de incubagéo (Fig. 31B).
As culturas coradas para a fosfatase alcalina apresentaram resultados que estdo de acordo
com os observados para a determinagfio bioquimica da enzima, fornecendo o mesmo tipo

de informacfo (dados ndo apresentados).

Formagdo de depdsitos de fosfato de cdlcio

Os resultados obtidos na coloragio histoquimica dos depdsitos mineralizados pela técnica
da Alizarina vermelha, nas culturas com 21, 28 e 35 dias, estdo apresentados nas Tabelas
VII e IX; a coloragdo das culturas pelo método von Kossa providenciou o mesmo tipo de
informagfo. Nas culturas controlo, a reac¢do para a detec¢dio de areas mineralizadas foi
positiva no dia 21, sugerindo que a formacdo de depositos de fosfato de célcio ocorreu a
partir da 3? semana de cultura. Nas culturas expostas a 1 pg.ml” de doxiciclina ou de
minociclina, a detecg¢do de depositos mineralizados foi também observada no dia 21. As
culturas tratadas com 5 pg.ml’ de doxiciclina apresentaram uma reacgdo fracamente
positiva no dia 21 e as que foram mantidas com 5 pg.ml” de minociclina comegaram a

mineralizar mais tarde (reac¢do positiva no dia 28). A exposiciio das culturas a 10 pg.ml™
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de doxiciclina e a 10 e 25 pg.m!I"' de minociclina, resultou num efeito deletério do processo
de mineraliza¢fio, uma vez que as reacgdes histoquimicas foram negativas. Como seria de
esperar pelos resultados obtidos para a proliferagio celular, as culturas que cresceram na
presenca de 25 pg.ml”' de doxiciclina ou de 50 pg.ml” de minociclina apresentaram

reac¢des histoquimicas negativas.

Tabela VIII — Reacgdo histoquimica para a detecgio de depésitos de fosfato de calcio (método de Alizarina
vermelha) nos dias 21, 28 ¢ 35 dias, em culturas de células osteoblasticas de medula 6ssea humana mantidas

na presenga de doxiciclina, nas seguintes concentragdes: 1 pg.ml”, 5 pgml”, 10 pg.ml™ e 25 pgml™.

21 dias 28 dias 35 dias
Controlo + ++ ++
D1 + ++ -+
D5 +/- ++ ++
D10 - - -
D25 - - -

Tabela IX — Reaccfio histoquimica para a detecgfio de depésitos de fosfato de calcio (método de Alizarina
vermelha) nos dias 21, 28 e 35 dias, em culturas de células osteoblasticas de medula 6ssea humana mantidas

na presenga de minociclina, nas seguintes concentragdes: 1 pg.ml™, 5 ygml”, 10 ugml?, 25 pgml’ e 50

pg.ml™,
21 dias 28 dias 35 dias

Controlo + ++ +++
M1 + ++ +++
M3 - + ++
M10 - - -
M25 - - -
M50 - - -

A intensidade da coloragdo é definida do seguinte modo: -, coloragio negativa; +, coloragfo positiva de fraca

intensidade; ++, coloragio positiva de média intensidade; +++, coloragfo positiva de elevada intensidade.
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Niveis de fosforo e cdlcio ionizados no meio de cultura
As concentracdes de fosforo e calcio ionizados observados no meio de cultura recolhido das

varias culturas celulares estdo apresentados, respectivamente nas figuras 32A e B.

Pi (mmol.L™)
Pi (mmol.L™")
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Figura 32 — Niveis de fésforo e calcio ionizados no meio de cultura recolhido de culturas de medula dssea

humana mantidas na presenga de doxiciclina (A) e minociclina (B), nas seguintes concentrages: 1 pg.ml’
(m), 5 pg.ml™ (A), 10 pg.ml™ (x), 25 pg.ml’ () e 50 pg.ml” (®); situagiio controlo (culturas efectuadas na
presenga de AA + $-GF + Dex) (o).

*Significativamente diferente das culturas que cresceram em situagfo controlo. Os desvios padrdo observados
foram < 20 %.
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No meio de cultura recolhido das culturas controlo observou-se um aumento na
concentracio de fosforo ionizado até ao dia 17, enquanto que os niveis de calcio ionizado
ndo se alteraram significativamente durante este periodo. Contudo, a partir do dia 17, as
concentragdes das duas espécies iOnicas diminuiram significativamente, o que reflecte a
formagdo de depositos de fosfato de calcio nestas culturas. Os niveis de fosforo e célcio
ionizados no meio recolhido das culturas expostas a 1 pg.ml” de doxiciclina seguiram um
padrdo semelhante ao observado nas culturas controlo. Nas culturas tratadas com 5 pg.ml’
de doxiciclina e 1 pg.ml”’ de minociclina a concentragdo de fosforo ionizado atingiu um
valor maximo ligeiramente mais baixo e a redugdo observada nos niveis das duas espécies a
partir do dia 17 foi menos significativa do que a verificada nas culturas controlo. Nas
culturas tratadas com 5 pg.ml"' de minociclina, os niveis de fosforo ionizado aumentaram
até mais tarde e foram inferiores aos observados na situagfio controlo; os niveis de fosforo e
de célcio s6 comegaram a baixar a partir do dia 20. Nas culturas expostas a 10 pg.ml™ de
doxiciclina e a 10 e 25 pg.ml’ de minociclina, os niveis de fésforo ionizado no meio
aumentaram gradualmente até ao fim do periodo de incubagdo; contudo, os valores
observados foram significativamente mais baixos do que os registados nas culturas
controlo. Nestas culturas, observou-se uma pequena tendéncia para a redugéio dos niveis de
calcio ionizado apenas nos ultimos dias de cultura. Nas culturas expostas a 25 pg.ml’' de
doxiciclina e 50 pg.ml”’ de minociclina, os niveis de fosforo e célcio ionizados ndo

sofreram quaisquer alteragdes ao longo do periodo de incubagéo.
3.3 - DISCUSSAO

Apo6s uma pesquisa bibliografica cuidadosa, verificou-se que existem na literatura poucos
estudos in vitro realizados com células osteoblasticas cultivadas na presenca de

tetraciclinas. Um destes trabalhos®®’

, efectuado com células osteoblasticas isoladas a partir
de osteosarcoma humano, mostrou que a presenca de 10 pg.ml’ de doxiciclina inibe a
proliferagdo das células tumorais e estimula o processo de apoptose; a apoptose ou morte
celular programada estd inibida em muitos tecidos tumorais, podendo esta inibigdo
contribuir para o crescimento descontrolado das células cancerosas. Este trabalho sugere
que a doxiciclina tem um potencial terapéutico que pode ser utilizado como forma de

quimioterapia em pacientes com osteosarcoma’®®. Também existem trabalhos in vivo

efectuados em mulheres com osteoporose’’’ que demonstram que a administragiio de doses
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baixas de doxiciclina atenua a perda de osso alveolar, o que ¢ essencial para prevenir tanto
a perda de dentes como a deterioragdo da micro-arquitectura do osso alveolar. Existem

outros trabalhos®”!

que sugerem que o tratamento diario com minociclina (5-15 mg) de
ratos com osteopenia aumenta a densidade 6ssea na regido da diafise, estimula a expressdo
de colagénio tipo I e diminui a produg@io de IL-6 (citocina que estimula o processo de
reabsor¢do Ossea). A utilizagdo do antibidtico nfio teve qualquer efeito na expressdo da
osteocalcina e da fosfatase alcalina. Em culturas de células de medula de rato, a minociclina
estimulou a forma¢do de nodulos celulares”'. Estes trabalhos sugerem que o efeito
anabdlico deste farmaco deve-se provavelmente aos seus efeitos na expressdo do colagénio
tipo I e/ou nas células osteoprogenitoras. Estes e outros trabalhos’”® sugerem que as
propriedades das tetraciclinas podem providenciar novas vertentes terapéuticas de doengas
como a doenga periodontal e, também, de alguns estados patologicos que sdo caracterizados

pela degradagfio excessiva do colagénio, tal como a artrite reumatica, osteoartrite, diabetes

. , r . ‘ 2
mellitus, Glceras corneas e angiogénese””.

Os dados obtidos nesta sec¢fio sugerem que a exposicdo de células de medula 6ssea
humana, cultivadas em condi¢bes que favorecem o desenvolvimento do fenétipo
osteoblastico, a uma concentraciio de 1 pg.ml”’ quer de doxiciclina, quer de minociclina
resultou num aumento da proliferagdo celular durante a fase exponencial, que foi
acompanhado pela expressdo das fungdes osteoblasticas (elevada actividade da fosfatase
alcalina e formagdo de depositos de fosfato de célcio). Estes resultados sugerem que, para
além das suas propriedades antimicrobianas e anti-colagenoliticas, estes dois antibi6ticos
pertencentes ao grupo das tetraciclinas, quando utilizados em baixas concentra¢des, actuam

como promotores da proliferacdo das células osteoblasticas.

As culturas celulares tratadas com 5 pg.ml”' de doxiciclina ou minociclina apresentaram
uma indugéo do crescimento celular, mas os marcadores da diferenciagdo osteoblastica néo
foram estimulados na mesma proporgdo; a detec¢dio de depdsitos mineralizados foi mais
tardia nas culturas tratadas com 5 pg.ml' de minociclina e em ambos os casos a
mineralizagdio foi mais fraca. A exposigio das células a 10 pg.mI" de minociclina pareceu
estimular o crescimento destas, mas ndo afectou de igual modo os niveis de fosfatase

alcalina; na presenca desta concentragdo, a populagdo celular foi mais proliferativa mas
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menos diferenciada, como se pode comprovar pela auséncia de formagdo de éreas

mineralizadas.

As concentragdes de 10 pg.ml”" de doxiciclina e 25 pg.ml" de minociclina perturbaram
significativamente o comportamento normal das culturas celulares. Os resultados sugerem
que estas concentragdes exerceram um efeito inibitério na proliferagdo celular durante as
fases inicial e exponencial do periodo de cultura, atrasando deste modo a fase de
proliferacdo que estd associada a formagio de uma matriz extracelular e o aparecimento de
areas mineralizadas. Os resultados aqui obtidos também mostraram que concentragdes
relativamente elevadas destes antibidticos (25 pg.ml’ de doxiciclina e 50 pgml’ de
minociclina) foram citotoxicas para as células de medula 6ssea humana. Relativamente a
este aspecto, ha estudos anteriores efectuados em fibroblastos obtidos do ligamento
periodontal que mostraram que concentragdes de doxiciclina superiores a 25 pg.ml”!
resultaram numa inibi¢do da ades3o dos fibroblastos a superficie da placa de cultura e,
também, ao desprendimento destas células depois de estabelecidas em culturas aderentes®’*.

Ha ainda outro estudo que mostra que a LDs de minociclina para este tipo de células é de

171 uM (84,5 pg.ml™)*”.

E de salientar que a partir de 10 pug.ml’, a doxiciclina apresenta uma toxicidade mais
elevada para as células de medula 6ssea que iguais concentragdes de minociclina. Assim,
por exemplo, para a concentragio de 25 pg.ml’ observou-se crescimento celular na
presen¢a de minociclina mas nfo de doxiciclina. Esta observag@io pode eventualmente estar
relacionada com a poténcia dos dois farmacos relativamente as fungdes afectadas nestas
células. Este facto observa-se, por exemplo, relativamente a eficidcia antimicrobiana da
doxiciclina e minociclina; estes farmacos afectam a sintese proteica bacteriana e para uma
parte significativa dos microorganismos sensiveis, a doxiciclina é activa em menores

concentragées que a minociclina®’®.

As concentragdes plasmaticas de doxiciclina e minociclina que se obtém com os esquemas
terapéuticos anti-infecciosos normalmente utilizados situam-se na gama dos 2 a 6 ug.ml” "7,
Ambos os compostos sdo relativamente lipossoluveis e atingem os vérios 6rgdos e fluidos do
organismo, incluindo o microambiente 6sseo. Assim, os resultados deste estudo sugerem

que a utiliza¢do terapéutica destas duas tetraciclinas resulta em niveis que podem afectar as
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células osteoblasticas e que, para as concentragdes plasmaticas observadas, o efeito se
traduz num aumento da proliferagdo celular. Deve também ter-se em consideragdo que as
tetraciclinas sdo usadas topicamente no tratamento da doenga periodontal. Neste caso, sdo
frequentemente utilizadas preparagdes de libertacdo prolongada, situacdo em que as
concentragdes do formaco que se obtém nas bolsas periodontais sdo bastante mais elevadas
que as observadas com a utilizagfo sistémica destes compostos e, normalmente, superiores
aos 25-50 ug.ml™. Assim, no caso da utilizacdo deste tipo de preparagdes deve considerar-
se a possibilidade de ocorréncia de efeitos citotoxicos nas células locais, nomeadamente do

ligamento periodontal e osso alveolar.

4 — CONCLUSAO

Nos estudos apresentados neste capitulo avaliou-se o efeito de trés hormonas
(dexametasona, hormona da paratirdide ¢ hormona do crescimento) e dois antibidticos
(doxiciclina e minociclina) no comportamento de culturas celulares de medula dssea
humana, relativamente & proliferagio/viabilidade celular e expressdo do fendtipo
osteoblastico ao longo do tempo de incubagdo. Estes estudos permitiram seleccionar as
condi¢Bes experimentais mais adequadas para a obtengio da expressdo méaxima do fenotipo
osteoblastico, nas condigdes de cultura utilizadas, nomeadamente quanto a concentragfo

utilizada a ao tempo de exposig&o.

Os varios ensaios foram realizados na primeira subcultura em o-MEM, na presenga de
compostos que favorecem o desenvolvimento de fendtipo osteoblastico e do composto a
estudar, na concentragio adequada, que esteve presente durante todo o tempo de incubagéo

ou adicionado numa determinada fase da cultura.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a ac¢do da dexametasona (10
nmol.L™') no comportamento de proliferagio/diferenciagio de células osteoblasticas
provenientes de medula 6ssea humana depende do estado de diferenciacdo celular. Nestas
culturas, a indugio da expressdo osteoblastica pela dexametasona parece resultar do efeito
deste composto nas células existentes em estados iniciais de diferenciagdo. Assim, em
culturas celulares de medula 6ssea humana, a dexametasona estimula a proliferacdo e a

diferenciag¢do de células osteoprogenitoras e também de osteoblastos presentes num estado
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[}

de diferenciaciio menos adiantado (1* e 2* semanas do periodo de cultura). Quando

[¢D

hormona esta presente nas fases mais tardias do periodo de cultura (3* semana) o efeito
menor, uma vez que nestas fases as células ja estdo altamente diferenciadas, relativamente a
actividade da fosfatase alcalina e a capacidade para formar uma matriz extracelular
mineralizada. Os dados obtidos neste trabalho também sugerem que a maximizagéo do
efeito estimulatorio da dexametasona requer uma exposi¢io continua das células a
hormona, visto que foi nestas condigdes que a expressio do fendtipo osteoblastico foi maior

e ocorreu mais cedo.

O efeito da hormona da paratirdide no comportamento de proliferagdo/diferenciagdo de
células osteoblasticas também foi estudado. Os resultados obtidos sugerem que a hormona
da paratiréide (10 nmol.L™") esta intimamente ligada & diferenciacdo osteoblastica, inibindo
a diferencia¢do das células osteoblasticas mais maduras, e favorecendo as que se encontram
num estado imaturo (fase proliferativa), isto € a ac¢fo anabolica da hormona pode ser
explicada em parte pela estimulagdo da proliferagio e da diferenciagdo das células
osteoprogenitoras. O efeito mais significativo da ac¢io da hormona da paratiroide, nas
culturas de células de medula 6ssea humana, foi um evidente aumento da actividade da
fosfatase alcalina nas culturas expostas continuamente a acg¢fio da PTH e nas culturas
expostas a4 hormona durante a 1* semana de cultura. A exposi¢do das culturas celulares a
PTH durante a 2° ¢ 3* semanas do periodo de incubagfo resultou num aumento continuo do
nivel da enzima, sugerindo que as populagdes celulares que cresceram nestas condi¢des
estavam num estado menos diferenciado na linhagem osteoblastica. Paralelamente, € uma
vez que a sintese de proteinas extracelulares nestas duas situagdes experimentais foi
reduzida, a produgdo de uma matriz extracelular adequada para que a mineralizagfo
ocorresse provavelmente nfo foi observada, nfio se verificando a formacdo de depdsitos
mineralizados nas culturas expostas a PTH durante a 2° e 3* semanas do periodo de

incubacéo.

Seguidamente, estudou-se o efeito da hormona do crescimento, que € conhecida por
promover o desenvolvimento do tecido 6sseo, em culturas celulares de medula Ossea
humana mantidas permanentemente com 10% de soro bovino fetal e em culturas celulares
que cresceram temporariamente na auséncia de soro, uma vez que o soro ¢ fonte, entre
outros, de hormonas e factores de crescimento. As culturas celulares expostas a acgdo da

hormona do crescimento por periodos de 24 horas ao longo do tempo de incubagdo
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apresentaram um aumento significativo da proliferagdo das células osteoblasticas, efeito
que foi acompanhado por uma ligeira diminuigdio da actividade da fosfatase alcalina e da
capacidade de formagdo de depositos de fosfato de célcio, sugerindo que esta hormona
actua essencialmente a nivel do crescimento celular. O efeito promotor da hormona do
crescimento na proliferagdo celular foi observado tanto em células mantidas na presenca
como na auséncia de soro bovino fetal. Contudo, as culturas que cresceram na presenga de
soro apresentaram um crescimento celular superior ao das culturas mantidas na auséncia de

SOT0.

O comportamento de culturas osteogénicas foi estudado na presenca de doxiciclina e de
minociclina, uma vez que estes farmacos t€ém um espectro antibacteriano apropriado para o
tratamento de infecgdes que surgem apoOs o processo cirurgico e, também, porque parecem
actuar sobre as células do hospedeiro, influenciando os processos de regeneragéo tecidular.
Deste modo, foi avaliada a resposta de células osteoblasticas a uma gama de concentragdes
de doxiciclina (1 pg.ml”, 5 pg.ml™, 10 pg.ml™” e 25 ug.ml™) e de minociclina (1 pug.ml”,
5pg.ml”, 10 pg.ml”, 25 pg.ml™" e 50 pg.ml™). Os resultados obtidos sugerem que, baixas
concentra¢des de doxiciclina e de minociclina (1-5 pg.ml’) estimulam a proliferagio das
células de medula 6ssea humana, cultivadas em condi¢cdes que favorecem o aparecimento
do fenétipo osteoblastico. Estes resultados sugerem que, para além das suas propriedades
antimicrobianas e anti-colagenoliticas, estes dois antibidticos, quando utilizados em baixas
concentragdes, actuam como promotores da proliferacdo das células osteoblasticas,
favorecendo principalmente o crescimento de populagdes celulares menos diferenciadas. A
exposi¢io das células a 10 pg.ml”' de minociclina parece estimular o aparecimento de uma
populacdo celular mais proliferativa mas menos diferenciada. As concentragdes de
10 pg.ml™ de doxiciclina e 25 pg.ml” de minociclina causaram um efeito deletério
no comportamento das culturas celulares, atrasando a fase de proliferagdo que esta
associada a formag¢do de uma matriz extracelular e o aparecimento de areas mineralizadas.

Os resultados aqui obtidos também mostram que concentragdes relativamente elevadas
destes antibidticos (25 pg.ml" de doxiciclina e 50 pg.mi" de minociclina) sdo citotdxicas
para as células de medula 6ssea humana. E de salientar que a mesma concentragiio dos dois
antibioticos pode ter efeitos diferentes nas culturas celulares, tal como se observou para as

concentragdes de 10 e 25 ug.ml'l.
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CAPITULO IV

MODULACAO FARMACOLOGICA DA
INTERACCAO CELULAS OSTEOBLASTICAS/
COMPOSITO DE HIDROXIAPATITE-BIOVIDRO



Modulagiio farmacolégica da interacgio tecido ésseo/biomateriais. Estudos in vitro.

1 - INTRODUCAO

Os recentes desenvolvimentos de novos materiais para substituigdo Ossea apontam para a
utilizagdo de materiais que permitem a adeso e o crescimento do tecido 6sseo sobre a sua
superficie’”. A hidroxiapatite [Cajo (POs)s (OH),] € o principal constituinte da parte
mineral do osso e tem sido utilizada com sucesso em aplicagdes ortopédicas e
maxilofaciais, principalmente devido a sua natureza bioactiva®’®. No entanto, o seu uso tem
sido limitado devido as suas fracas propriedades mecinicas, nomeadamente a sua reduzida

. ~ . A . A 2
tenacidade a fractura e resisténcia mecanica 79,280

A apatite natural do osso ¢ a apatite sintética comercialmente disponivel possuem pequenas,
mas significativas, diferengas atomicas, 0 que atrasa marcadamente a resposta 6ssea aos
implantes de hidroxiapatite. Tais diferencas parecem dever-se & cristalografia da apatite
natural, que permite que ocorram vérias substitui¢des idnicas dentro da estrutura, por
exemplo, os 10es OH e PO, sdo vulgarmente substituidos pelo ido CO7, o ido Ca*" pelos
ides Mg** e Na' e o ido PO,* pelo ido F **2. Deste modo, e uma vez que a parte inorgénica
do osso contém varios ides residuais, torna-se importante incorporar tais iSes nos implantes
de hidroxiapatite, visto que o comportamento biologico das apatites estd fortemente
dependente da sua presenga. Para além disso, a parte inorgédnica do osso ndo consiste
unicamente em apatite, mas contém igualmente residuos de uma segunda fase de B-tricalcio
de fosfato (B-TCP), B-Ca; (PO4),. Esta fase de B-TCP apresenta uma maior solubilidade do
que a hidroxiapatite e é considerada ser bioreabsorvivel in vivo. A presenca desta fase e a
possibilidade de substituigdes ionicas no interior da rede de hidroxiapatite natural sdo os
factores responsaveis pela maior bioactividade desta, comparativamente com a apatite

sintética.

Recentemente, foram desenvolvidos materiais compdsitos com uma microestrutura baseada

numa rede de silica e uma estrutura cristalina de hidroxiapatite***

. Apesar destes materiais
demonstrarem bioactividade quando implantados, a presenca de silica (Si0;) faz com que a
densificacdo do material seja pequena, ndo se desenvolvendo uma forte ligagdo com a
hidroxiapatite. Além disso, durante o processo de sinterizagdo, ha formacio de um silicato
complexo de célcio e fosforo, composto cristalino que parece ser responsavel pelos

a282,283

elevados niveis de porosidade detectados na microestrutur . Uma elevada porosidade
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associada a uma reduzida densificagiio parecem estar na origem das baixas propriedades
mecanicas deste material. Assim, no sentido de produzir materiais & base de hidroxiapatite
com uma composi¢do quimica que se aproxima da do tecido 6sseo, e que apresente
elevadas propriedades mecinicas e uma maior bioactividade, foram desenvolvidos novos
materiais cuja microestrutura compreende uma estrutura de hidroxiapatite, cristais de uma
segunda fase cristalina de fosfato de célcio e uma fase vitrea residual. Estes novos materiais
compdsitos possuem uma matriz de hidroxiapatite sintética, comercialmente disponivel, a
qual é reforcada com um biovidro fosfatado?®?*°. Os biovidros pertencentes ao sistema
P,0s—Ca0-Na,0 tém sido considerados biomateriais com um enorme potencial, pelo facto
da sua composi¢io quimica ser semelhante & parte inorginica do osso, apresentarem
elevada biocompatibilidade, especialmente em aplicagdes dentdrias e maxilofaciais, e
bioactividade?®®. Como os vidros fosfatados exibem uma maior degradagdo do que a
hidroxiapatite, estes novos materiais podem ser utilizados em aplicagdes biomédicas onde a

relativa insolubilidade da apatite € uma desvantagem®®*.

Recentemente, Santos e col.?®’ desenvolveram novos materiais compodsitos & base de
hidroxiapatite, a qual foi adicionada uma fase vitrea durante o processo de sinterizagao.
Pequenas quantidades de vidro fosfatado sfo facilmente adicionadas a hidroxiapatite,
aumentando, deste modo, o processo de densificagdo. Por outro lado, a incorporacdo dos
ides do biovidro na estrutura de apatite permite que a bioactividade do novo material seja
melhorada. As propriedades mecanicas da hidroxiapatite sinterizada sio significativamente

aumentadas, particularmente a sua for¢a de flexdo e a sua resisténcia a fractura?s2285288-291

O sucesso da utilizacdio de biomateriais para substitui¢iio do tecido Osseo pressupde a
formagdo de uma interface apropriada de modo a observar-se aposigdo 6ssea na superficie
do material. Deste modo, a adesdo, proliferagio celular e produgdo de uma matriz
extracelular mineralizada sio pré-requisitos para que se verifique a integra¢do tecidular do
biomaterial. Assim, para se optimizar a formaggio tecidular na interface deve ter-se em
consideracdio os factores que, em geral, influenciam o comportamento celular na superficie
do material e, também, a possibilidade de modular farmacologicamente a resposta celular
de modo a melhorar e tornar mais rapida a osteointegragdo do material. Os osteoblastos, as
células responsiveis pelo processo de formagdo Ossea, desempenham um papel
fundamental na fisiologia do tecido dsseo pois funcionam como mediadores celulares do

efeito de uma variedade de hormonas e factores de crescimento que influenciam todo o
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metabolismo 6sseo, incluindo o processo de reabsor¢do 6ssea. Deste modo, a modulagdo
farmacolégica do comportamento das células osteoblasticas na interface tecido
4sseo/biomaterial pode revestir-se de particular importancia para se observar a regeneragéo

tecidular local e a osteointegragdo do material.

Neste capitulo, apresentam-se os resultados relativos & preparagio e caracterizagdo de um
compésito de hidroxiapatite-biovidro e, também, o seu comportamento bioldgico

utilizando culturas de células osteoblésticas provenientes de medula 6ssea humana.

O comportamento de proliferagdo e diferenciagdo de células osteoblasticas cultivadas na
superficie do compésito de hidroxiapatite-biovidro foi farmacologicamente modulado pela
utilizagio de trés hormonas (dexametasona, hormona da paratirbide e hormona do
crescimento, secgdo 3.2.1) e de dois antibidticos (doxiciclina e minociclina, secgdo 3.2.2).
As condicdes experimentais usadas neste trabalho foram seleccionadas do estudo descrito
no capitulo III relativo ao comportamento de culturas celulares de medula 6ssea humana na
presenca destes firmacos. Foram escolhidas as condi¢des experimentais, nomeadamente,
concentragio do farmaco e tempo de exposi¢do, que conduziram a uma optimizacdo da
relagdio de proliferagdo e diferenciagéo celulares de modo a obter a formagéo de uma matriz
extracelular mineralizada e, portanto, o desenvolvimento completo do fendtipo
osteoblastico das células de medula 6ssea humana cultivadas na superficie do biomaterial.
O comportamento biolégico do compdsito de hidroxiapatite-biovidro foi comparado com o

observado em amostras de hidroxiapatite comercial, nas mesmas condi¢des experimentais.

2 — PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPOSITO
DE HIDROXIAPATITE-BIOVIDRO

2.1 - CARACTERIZACAO DA HIDROXIAPATITE

Estudos anteriores®”? demonstraram por analise de difrac¢do de raios X que o pé de
hidroxiapatite utilizado (Plasma Biotal) é cristalino e ndo contém quaisquer fases de TCP.
Todavia, esta hidroxiapatite (HA) é nfo-estequiométrica e a sua raziio Ca/P € superior a

1,67. A maior razdo Ca/P e a presenga de ides CO;* na estrutura, detectados por analise de
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infravermelhos, parecem indicar que se trata de uma HA carbonatada em que ibes COs>
substituem ides PO,>". A HA carbonatada é considerada ser quimicamente mais reactiva do
que a HA pura, logo o desenvolvimento deste composto ¢ de grande interesse. O
constituinte mineral dos tecidos duros também contém ides COs> ¢ quanto maior for a sua

percentagem, maior € a actividade metabolica®®>.

2.2 — PREPARACAO DO COMPOSITO DE HIDROXIAPATITE-
BIOVIDRO

O vidro fosfatado foi produzido com os seguintes reagentes (em mol %): 45,0 P,Os—28,0
CaO - 27,0 Na,O, tendo-se utilizado NaH,PO,, CaCO; e P,Os para a sua preparagdo. Apds
uma pesagem rigorosa, os reagentes foram misturados num misturador durante 2 minutos e
0 p6 obtido foi colocado num cadinho de platina. Utilizando uma taxa de aquecimento de
10°C.min"', a mistura foi aquecida a 1400°C durante 4 horas, seguindo-se o vazamento para
dgua e a moagem do p6 obtido num moinho de 4gata durante 6 horas, por forma a reduzir o

tamanho das particulas de vidro 2 mesma magnitude das do pé de HA.

A prepara¢do da mistura de HA-biovidro foi realizada num moinho rotativo, na presenca
de 350 ml de metanol para 200 g de mistura, durante 12 horas. Varios estudos®*?%
demonstraram que a quantidade de vidro adicionada 8 HA deve ser pequena, de modo a
limitar as transformagdes de fase de HA em P e o-TCP e a aumentar as propriedades
mecénicas. Assim, e com base num trabalho anterior’®, foi apenas adicionado 2.5 % de
vidro em relagdo ao peso total da mistura. Ao fim das 12 horas, fez-se a secagem da mistura

durante 24 horas a 80°C, para remover o solvente.

2.3 - PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE HIDROXIAPATITE E DO
COMPOSITO DE HIDROXIAPATITE-BIOVIDRO

Foram preparadas amostras de hidroxiapatite e de compdsito sob a forma de discos com um
didmetro de 16 mm e uma espessura de 3 mm, de modo a poderem ser colocadas em placas
de cultura de 24 pogos para a realizagfo das culturas celulares.

O p6 obtido pelo processo acima descrito foi crivado (malha do crivo = 70 pm) até se obter

um p6 muito fino. De seguida, foram pesados 1,2 g de p6 (HA ou compésito) e colocados
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num molde; as amostras foram compactadas uniaxialmente a 288 MPa e sinterizadas a

i

1300°C com uma taxa de aquecimento de 5°C min~, durante 1 hora, seguido de

arrefecimento lento no interior do forno.

2.4 — PROPRIEDADES MECANICAS DO COMPOSITO DE
HIDROXIAPATITE-BIOVIDRO

As propriedades mecinicas do composito sfo influenciadas pela temperatura de
sinterizacdo e pela percentagem e composi¢do quimica do vidro adicionado®***®,

A sinterizagfio na presenga de fase liquida pode ser descrita como o processo que envolve a
coexisténcia de um liquido e de particulas sélidas, durante uma parte do ciclo térmico*®2.
Este processo consiste em aquecer o p6 do material solido (HA) a temperaturas elevadas,
normalmente até 2/3 da sua temperatura de fusfo, na presenga de um vidro que funde nesta
gama de temperaturas. Durante a sinterizagdo, ocorre dissolug@io parcial do sélido no
liquido, o que favorece a formagdo dos designados colos de sinterizagéo entre as particulas
do solido. Este processo € continuo e & medida que a cinética de sinterizagdo avanga, o

mumero de colos e o seu tamanho aumentam.

O vidro actua como adjuvante do processo de sinterizagdo e tem por isso trés efeitos
principais que podem afectar, de modo benéfico, as propriedades da hidroxiapatite. Em
primeiro lugar, e dependendo da composig@o do vidro, pode provocar a transformacéo de
HA em TCP o qual possui propriedades mecanicas mais elevadas que a HA; a formagéo de
fases de TCP ¢ acompanhada por uma alteragdo do volume e logo por um mecanismo de
“reforgo”, que € responsavel pelo melhoramento das propriedades mecanicas. Em segundo
lugar, o vidro preenche a porosidade residual da matriz de HA uma vez que ele se encontra
no estado liquido e difunde pela estrutura®®*2%®. Finalmente, a transformacgio da HA em
B-TCP e a-TCP provoca um ligeiro aumento de volume local, criando tens6es residuais
na estrutura do material. Estas tensOes residuais dificultam a propagago das fissuras, o
que aumenta a resisténcia do material*®**. Alguns estudos®® demonstraram ainda que o
vidro de fosfato inibe o crescimento exagerado do gréo, o qual € prejudicial em termos de
resisténcia mecénica do material. Assim, a presenga do vidro reactivo provoca o
afastamento dos grupos hidroxil na estrutura da HA, alterando a razéio Ca/P e conduzindo a

formagdo de estruturas cristalinas de TCP (a tendéncia geral de transformacfo observada ¢é
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a seguinte, HA:B-TCP:>0L-TCP)292’295. O processo de densificagdo ocorre através da
formacdo e dispersio da fase liquida, melhorando o mecanismo de difusdo atémica entre as
particulas de HA. Desenvolve-se, assim, uma forte ligagdo entre a HA e o vidro fosfatado
que actua nas particulas sélidas de HA, reduzindo a energia interfacial e eliminando a

porosidade?**%*S,

Trabalhos anteriores”®>?%*?%° demonstraram que as propriedades mecinicas do compdsito
s3o significativamente melhoradas quando a temperatura de sinteriza¢do é de 1300°C, visto
que a esta temperatura o tamanho dos grdos ¢ ainda reduzido e a taxa de densificagdo do

material é elevada (Tabela X).

Tabela X — Comparagio da hidroxiapatite sinterizada e do compoésito de hidroxiapatite—
biovidro relativamente ao tamanho de griio e a algumas propriedades mecénicas, quando

a temperatura de sinterizagio ¢ de 1300°C*>**’,

Tamanho | Tenacidade Flexiio Médulo de
do grio a fractura Biaxial Young
(um) (MPa m'?) (MPa) (GPa)
HA 33+04 0,5%0,02 2817 88+8
Compésito 0,9+0,1 1,1 £0,05 55+18 113+15

Diversas investigagBes sobre a relacdio entre as caracteristicas fisicas da superficie e a
citocompatibilidade in vitro e in vivo de diversos biomateriais correntemente utilizados em
cirurgia dentdria e ortopédica sugerem que superficies com rugosidade acentuada exibem
uma resposta celular local melhor do que superficies lisas?®®. Deste modo, nfo se efectuou

qualquer polimento das amostras dos materiais no trabalho aqui apresentado.
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3 - MODULACAO FARMACOLOGICA DO COMPORTAMENTO
DE CELULAS OSTEOBLASTICAS HUMANAS CULTIVADAS
NA SUPERFICIE DOS MATERIAIS

3.1 - MATERIAL E METODOS

TRATAMENTO DE PRE-IMERSAOQ DAS AMOSTRAS DOS MATERIAIS

As amostras do compdsito e da HA foram previamente imersas em meio de cultura
(a-MEM + SBF + fungizona + gentamicina) durante 21 dias, a 37°C numa atmosfera
humida de 95% ar e 5% CO,. Durante o periodo de imersio das amostras, foram
determinadas as concentra¢es de fosforo e célcio ionizados no meio de cultura. As
amostras foram observadas por MEV para avaliagfo das altera¢des de superficie observadas
durante a imersdo. ApOs este tratamento de imersdo, os materiais foram semeados com

células de medula 6ssea humana (2x10* células.cm?, 35 dias).

CULTURAS CELULARES

As células de medula dssea humana foram cultivadas em condigdes experimentais idénticas
as descritas no capitulo II (secgdo 2.1). Apos a tripsinizagdo da cultura priméria , as células
foram semeadas em placas de cultura de 24 pogos a uma densidade de 2x10* células.cm™,
por um periodo de 35 dias, em duas situagdes experimentais: (1) directamente sobre a
superficie de poliestireno das placas de cultura e (2) sobre a superficie de amostras do

compdsito de hidroxiapatite—biovidro fosfatado e da hidroxiapatite sinterizada (HA).

As culturas que cresceram na auséncia e na presenga dos materiais foram mantidas em
varias condi¢des experimentais:

Presenca de hormonas

1. 4cido ascorbico (50 pg.ml ™) + B-glicerofosfato (10 mmol.L™?) (situagio controlo);
2. AA + B-GF e dexametasona (10 nmol.L™);

3. AA + B-GF e hormona da paratiréide (10 nmoL.L™);

4. AA + B-GF e hormona do crescimento (50 ng.ml™);
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Presenca de antibidticos
1. AA (50 pg.ml™") + B-GF (10 mmol.L7) + Dex (10 nmol.L) (situagéio controlo);
2. AA + B-GF + Dex e doxiciclina (1 pg. ml™);

3. AA + B-GF + Dex e minociclina (1 pg. ml™).
As culturas foram expostas aos farmacos de modo continuo, durante os 35 dias do tempo de
cultura, 4 excep¢do da situagdo em que foram tratadas com a hormona do crescimento;

neste caso, foram expostas a hormona nos dias 2, 6, 13, 20, 27 e 34.

CARACTERIZACAO DAS CULTURAS CELULARES

As culturas foram caracterizadas ao longo do tempo de incubagdio para avaliar a
proliferagdo/viabilidade celular (ensaio do MTT), contetido total de proteina e actividade da
fosfatase alcalina; as culturas de 7 e 21 dias foram observadas por microscopia electronica
de varrimento. Pelo facto das amostras dos materiais ndo possuirem a mesma area que oS
pogos das placas de cultura (1,54 cm’ e 1,8 cm?, respectivamente), os resultados obtidos
para a proliferagio/viabilidade celular sdo apresentados em valores de absorvincia por
unidade de area (A.cm™), de modo a tornar possivel a comparagdio do crescimento das
células sobre a superficie dos materiais e nas placas de cultura.

O meio de cultura foi analisado para a determinagfo da concentra¢fio de fosforo e célcio
ionizados, ao longo dos 35 dias de cultura.

As culturas celulares ndo foram caracterizadas histoquimicamente pelo facto dos materiais
possuirem na sua composi¢do quimica calcio e fosfato, o que falseia os resultados quanto a
detec¢io de 4reas mineralizadas; além disso, as amostras de ambos os biomateriais
apresentavam uma cor azulada que nfo permitia a visualizagdo das coloragdes

histoquimicas.

Para uma melhor compreensdo dos resultados, a proliferacdo/viabilidade celular, o
contetido total de proteina, a actividade da fosfatase alcalina e os niveis de fésforo e célcio
ionizados no meio de cultura foram apresentados de duas maneiras diferentes: figuras a) e
figuras b). As figuras a) apresentam os resultados de modo a comparar, para cada material
(composito ou HA), o efeito dos varios firmacos, enquanto que nas figuras b) os dados
estdo apresentados de maneira a comparar os dois materiais (comp6sito e HA) na mesma

situagdo experimental.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados apresentados neste capitulo sdo o resultado de trés experiéncias separadas,
realizadas em culturas celulares obtidas a partir de trés dadores diferentes de medula dssea
(dadores de ambos os sexos, com idades compreendidas entre os 20-60 anos). Em cada uma
das experiéncias, os ensaios bioquimicos foram efectuados em triplicado. Os resultados
foram apresentados como média + desvio padro.

As médias obtidas nas vérias experiéncias foram comparadas por uma andlise de varidncia
(ANOVA), tendo-se verificado a ndo existéncia de diferencas significativas entre as
experiéncias realizadas. Em cada experiéncia, as diferengas estatisticas observadas entre as
culturas em estudo e a cultura controlo respectiva foram determinadas pelo método de

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

3.2 - RESULTADOS

Caracterizacdo das amostras dos materiais durante o periodo de pré-imersdo

Niveis de fosforo e cdlcio ionizados no meio de cultura

A imersdio das amostras do composito ¢ da HA no meio de cultura durante 21 dias resultou
num aumento das concentragdes de fosforo e calcio ionizados no meio, durante as duas
primeiras semanas. Depois disso os niveis destas duas espécies no meio foram idénticos aos
medidos antes de qualquer contacto com os materiais (Fig. 33). Estes resultados sugerem
que a partir aproximadamente da terceira semana se atingiu um estado de equilibrio entre a
superficie dos materiais e o meio de cultura, pois que, os niveis de fésforo e calcio
ionizados medidos ndo sdo cumulativos, uma vez que o meio de cultura é totalmente

substituido duas vezes por semana.

A imersdo das amostras do compésito resultou num aumento das concentragdes de fosforo
e calcio ionizados no meio de cultura aproximadamente durante os primeiros sete dias, apos
0 que se observou uma diminuigio dos niveis das duas espécies. Ao fim de
aproximadamente duas semanas, os valores eram semelhantes aos observados no meio
antes de qualquer contacto com as amostras (Fig. 33). As amostras da HA apresentaram

uma variagio dos niveis de fosforo e cdlcio ionizados semelhante & observada para o
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compdsito, no entanto, a libertagiio de célcio ionizado para o meio de cultura durante as

duas primeiras semanas foi superior nas amostras da HA (Fig. 33).

2 - 3.
A B
16 2,5 -
g 2 7
3 1,2 - 3
E N g "
E o8 =
o S 1
0,4 05 -
O T T 1 0 T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30
Dias Dias

Figura 33 — Niveis de fosforo (A) e calcio (B) ionizados no meio de cultura recolhido das amostras do

compdsito de hidroxiapatite-biovidro (®) e da hidroxiapatite (), incubadas na auséncia de células de medula
6ssea durante 21 dias.

Os desvios padriio observados foram < 20 %.

Observacdo das amostras por MEV

As reacgdes que ocorreram entre os materiais € o meio de cultura causaram alteragdes de
superficie, que de acordo com varios estudos® correspondem a formagio de uma camada
de apatite, tal como é demonstrado pela observagdo das amostras por MEV. Na figura 34,
mostra-se o aspecto de amostras do composito de hidroxiapatite—biovidro antes e depois do
tratamento de imersdo. As alteragdes de superficie que ocorreram nas amostras da
hidroxiapatite foram semelhante as observadas na superficie do compdsito. Antes do
tratamento de pré-imersdo a superficie dos materiais era ligeiramente rugosa; apds a
imersio em meio de cultura, a superficie dos materiais ficou totalmente recoberta por

pequenas particulas esféricas.
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Figura 34 — Fotografias de microscopia electronica de varrimento de amostras do compdsito de

hidroxiapatite—biovidro, antes (A, B) e depois (C, D) de 21 dias de imersdo em meio de cultura.

3.2.1 — Efeito da dexametasona, hormona da paratiréide e hormona do

crescimento

Proliferacio/viabilidade celular

A proliferagio das culturas efectuadas na presenca de AA + B-GF que cresceram na
auséncia de materiais aumentou gradualmente ao longo do tempo de incubagéo; o valor
maximo de redugiio do MTT foi atingido ao dia 21, seguindo-se uma reducdo significativa

do crescimento (Fig. 35a-A).
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Figura 35a - Efeito da dexametasona (M), hormona da paratiréide (4) ¢ hormona do crescimento (x) na
proliferagio/viabilidade celular de culturas de células de medula 6ssea humana. Culturas efectuadas na

auséncia de materiais (A) e na superficie do compdsito de hidroxiapatite—biovidro (B) e da hidroxiapatite (C),
(#) Culturas mantidas na presenca de AA + B-GF (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padréo observados foram < 20 %.

As culturas celulares tratadas com Dex ou com PTH apresentaram um padrdo de
proliferagfio semelhante, isto é, proliferaram continuamente até ao dia 21, apds o que se
observou uma diminuigéo significativa dos valores de redugio do MTT. A presenga de Dex
resultou numa estimulag@o do crescimento celular durante todo o periodo de incubagdo. As

células tratadas com PTH apresentaram, a partir da 3% semana, valores de redugdo do MTT
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ligeiramente superiores aos observados nas culturas efectuadas apenas na presenca de AA +
B-GF. Nas culturas celulares expostas a hormona do crescimento, observou-se uma indugéo
da prolifera¢do apods a 2* semana de cultura e o valor maximo de reducéo do MTT, atingido
ao dia 21, foi significativamente superior ao observado nas culturas efectuadas na auséncia
da hormona; no entanto, a taxa de proliferagio manteve-se mais ou menos estavel até ao

fim do periodo de cultura.

A presenca de Dex, PTH e hormona do crescimento nas culturas efectuadas sobre o
composito (Fig. 35a-B) e HA (Fig. 35a-C) resultou num efeito semelhante ao observado
nas culturas que cresceram na auséncia dos materiais, durante todo o tempo de incubagdo.
Este efeito traduziu-se por um aumento da proliferacdo celular que foi mais evidente nos
dias 21 e 28, respectivamente nas culturas efectuadas sobre o composito e HA. No entanto,
nas culturas que cresceram sobre a HA, a hormona do crescimento causou um aumento da

prolifera¢do desde o inicio do periodo de incubag&o.

Na figura 35b comparam-se os resultados obtidos para a proliferagdo celular relativos as
culturas que cresceram na auséncia de materiais e na superficie do compoésito e HA nas
varias situagdes experimentais, nomeadamente, auséncia (Fig. 35b-A) e presenca de Dex,
PTH ou hormona do crescimento (respectivamente, Figs. 35b-B, C e D). A analise destes
resultados mostra que as culturas efectuadas na superficie do compoésito apresentaram, em
todas as situagdes testadas, uma curva de proliferacdo semelhante a observada nas culturas
que cresceram na auséncia de material. No entanto, as culturas que cresceram na superficie
do composito apresentaram valores de proliferacdo celular inferiores, especialmente
durante as duas primeiras semanas, nomeadamente as culturas tratadas com Dex ou PTH.
No que diz respeito as culturas efectuadas na superficie da HA, observou-se que este
material parece causar algum atraso no crescimento celular, uma vez que as culturas que
cresceram na auséncia (Fig. 35b-A) ou na presenca das hormonas (Figs. 35b-B, C e D)
apresentaram valores de redugdio do MTT mais baixos e o valor maximo foi atingido mais
tarde (dia 28) do que nas culturas efectuadas na auséncia de materiais ou sobre o
composito. No entanto, o valor maximo de redu¢cdo do MTT foi semelhante nos dois
materiais (e ligeiramente inferior ao observado nas culturas efectuadas na auséncia dos

materiais).
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Figura 35b — Proliferagfio/viabilidade celular de cuituras de células de medula éssea humana mantidas em

situagdio controlo (AA + B-GF) (A), na presenga de dexametasona (B), hormona da paratiréide (C) e hormona
do crescimento (D). Culturas efectuadas na auséncia de materiais (¢) ¢ na superficie do compdsito de
hidroxiapatite-biovidro (4) ¢ da hidroxiapatite (W)

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrio observados

foram < 20 %.

Conteiido total de proteina
Nas células cultivadas na presenga de AA + B-GF e na auséncia de materiais, o conteddo
total de proteina aumentou ao longo do tempo de incubagdio, verificando-se a tendéncia

para uma redugio dos valores registados a partir do dia 21 (Fig. 36a-A).
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Figura 36a — Efeito da dexametasona (M), hormona da paratiréide () e hormona do crescimento (x) no
conteado total de proteina de culturas de células de medula éssea humana. Culturas efectuadas na auséncia de
materiais (A) e na superficie do compdsito da hidroxiapatite-biovidro (B) ¢ de hidroxiapatite (C); (@)

Culturas mantidas na presenca de AA + B-GF (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padréo observados foram <20 %.

O contetido total proteico das culturas tratadas com as hormonas seguiu um padrdo
semelhante. Contudo, a partir da 3° semana do periodo de incubacdo, os valores obtidos
mantiveram-se aproximadamente constantes nas culturas expostas a hormona do
crescimento, enquanto que nas restantes culturas se observou uma diminui¢do. A presenga

adicional de Dex, PTH ou hormona do crescimento resultou num aumento deste parametro
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(Fig. 36a-A); a ordem de grandeza do efeito das hormonas foi idéntico ao observado para o
ensaio do MTT. O conteado total de proteina das culturas efectuadas na superficie dos
materiais (comp6sito e HA), nas diversas situagdes experimentais, auséncia e presenga das

hormonas, seguiu um padrio semelhante ao observado para a proliferagdio celular (Figs.

36a-B e C).
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Figura 36b — Contetdo total de proteina de culturas de células de medula 6ssea humana mantidas em

situagio controlo (AA + B-GF) (A), na presenga de dexametasona (B), hormona da paratiréide (C) e hormona

do crescimento (D). Culturas efectuadas na auséncia de materiais (¢) ¢ na superficie do compdsito de

hidroxiapatite-biovidro (a) e da hidroxiapatite (W)

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrdo observados

foram < 20 %.
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As culturas que cresceram sobre os materiais testados apresentaram um conteudo total
proteico superior ao observado nas culturas mantidas na auséncia de qualquer material, para
todas as situa¢des experimentais utilizadas (Fig. 36b). Tal facto deve-se provavelmente a
adsor¢do de quantidades significativas de proteinas durante a pré-imersio em meio de
cultura. Esta observagdo sugere que a quantidade de proteina medida nas culturas que
cresceram sobre os materiais inclui a proteina adsorvida pelo proprio material e a resultante
do crescimento celular. Observou-se ainda que as culturas que cresceram sobre o compdsito
apresentaram um conteudo total de proteina ligeiramente superior ao observado nas células
cultivadas sobre a HA, nas mesmas condi¢des experimentais (Fig. 36b).

Resultados semelhantes a estes foram obtidos em trabalhos anteriores, com células de
medula 6ssea humana cultivadas sobre amostras de titdnio revestidas com hidroxiapatite e
com um compdsito HA-biovidro de composicdo ligeiramente diferente do compoésito aqui

utilizado®”.

Actividade da fosfatase alcalina

A actividade da fosfatase alcalina nas culturas efectuadas apenas na presenca de AA + B-GF
e na auséncia de materiais foi relativamente baixa nos primeiros sete dias, aumentou
significativamente até atingir o nivel maximo de resposta ao dia 14 e baixou a partir da
terceira semana até ao fim do periodo de incubagfo (Fig. 37a-A). A exposi¢do das culturas
a Dex resultou numa significativa estimulag¢do da actividade da enzima durante a 2° semana
e o valor maximo foi atingido por volta do dia 14, seguindo-se uma redugfo brusca dos
niveis obtidos. Nas células cultivadas na presengca de PTH, observou-se um aumento da
actividade da fosfatase alcalina, embora os valores atingidos fossem inferiores aos
registados nas culturas expostas ao glucocorticdide; apds atingir o nivel maximo ao dia 14,
a actividade da enzima diminuiu significativamente. Os niveis de fosfatase alcalina nas
culturas tratadas com hormona do crescimento foram sempre inferiores aos obtidos nas
culturas controlo durante todo o periodo de incubagdo, apesar de seguir um padrio

semelhante ao observado nas culturas efectuadas na auséncia da hormona (Fig. 37a-A).

Nas culturas efectuadas na superficie do compdsito (Fig. 37a-B) e HA (Fig. 37a-C), a
presenca de Dex, PTH e hormona do crescimento causou um efeito na actividade da
fosfatase alcalina semelhante ao observado nas culturas que cresceram na auséncia dos
materiais (Fig. 37a-A). Na presenca de Dex e PTH, o aumento que se verificou foi superior

ao observado na proliferacdo celular, resultados que sugerem que estas hormonas, e
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especialmente a Dex, provocam uma indugio na expressio deste marcador osteoblastico.
Nas culturas que cresceram sobre o compésito a indugfo na actividade da fosfatase alcalina
causada pela PTH foi superior & observada nas culturas que cresceram na auséncia de
materiais. A populagiio celular que cresceu na presenca da hormona do crescimento

apresentou niveis de fosfatase alcalina inferiores aos observados nas culturas controlo.

FA (nmol.min “'.cm™?)
FA (nmol.min '.cm®)

FA (nmol.min “.cm?)

Figura 37a — Efeito da dexametasona (M), hormona da paratirbide (A) e hormona do crescimento (X) na
actividade da fosfatase alcalina de culturas de células de medula éssea humana. Culturas efectuadas na

auséncia de materiais (A) e na superficie do compdsito de hidroxiapatite-biovidro (B) e da hidroxiapatite (C);

(#) Culturas mantidas na presenga de AA + B-GF (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padréo observados foram <20 %.
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Figura 37b — Actividade da fosfatase alcalina de culturas de células de medula éssea humana mantidas em

situagéio controlo (AA + B-GF) (A), na presenca de dexametasona (B), hormona da paratiréide (C) ¢ hormona
do crescimento (D). Culturas efectuadas na auséncia de materiais (¢) e na superficie do compésito de
hidroxiapatite-biovidro (A) e da hidroxiapatite (H).

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padriio observados

foram <20 %.

Na figura 37b compara-se o comportamento do compoésito e da HA na mesma situagio
experimental. A semelhanca do que se observou na proliferagio celular, as culturas
efectuadas sobre o compdsito apresentaram um comportamento semelhante ao observado

nas culturas que cresceram sobre o poliestireno da placa de cultura; na auséncia de
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hormonas, os niveis de fosfatase alcalina foram ligeiramente mais baixos, mas na presenga
das hormonas a actividade da enzima foi semelhante durante todo o tempo de incubagéo.
As culturas que cresceram na superficie da hidroxiapatite apresentaram um atraso na
expressdo da fosfatase alcalina; os niveis da enzima comecaram a aumentar mais tarde € o
valor maximo foi atingido no dia 28, isto €, uma semana apds o observado nas culturas que
cresceram na superficie do composito. A actividade méaxima da enzima foi semelhante nas
culturas que cresceram sobre o composito e a hidroxiapatite em todas as situag¢des, excepto
nas culturas tratadas com Dex em que o glucocorticoide provocou uma maior indugdo da

expressdo da enzima nas culturas que cresceram sobre o composito.

Niveis de fosforo e cdlcio ionizados no meio de cultura

Nas figuras 38 e 39 apresentam-se, respectivamente, os valores observados para as
concentragdes de fosforo e calcio ionizados no meio recolhido das culturas celulares
efectuadas nas vérias situa¢des experimentais.

O meio de cultura recolhido das culturas efectuadas na presenca de AA + B-GF e na
auséncia de materiais mostrou uma variagfo insignificante nos niveis de célcio ionizado
durante os primeiros 17 dias da cultura (Fig. 39a-A) enquanto que a concentragdo de
fosforo inorganico aumentou significativamente durante este periodo (Fig. 38a-A).
Contudo, a partir do dia 17 observou-se uma redugfo significativa nos niveis das duas
espécies ionicas, o que provavelmente reflecte o processo de mineralizagdo. As culturas que
cresceram na presenca de Dex e de PTH apresentaram um padrdo de variagdo dos niveis de
calcio e fosforo ionizados semelhante ao observado nas culturas efectuadas apenas na
presenca de AA + -GF; no entanto, o aumento dos niveis de fosforo ionizado foi superior
nas culturas tratadas com Dex. O valor maximo de fosforo ionizado nas culturas tratadas
com Dex e PTH foi atingido ao dia 17, ap6s o que se observou uma diminuigéo
significativa até ao fim do periodo de incubagio; o consumo das duas espécies idnicas foi
maior nas culturas expostas ao glucocorticoéide, comparativamente com as culturas que
cresceram apenas na presenca de AA + B-GF, seguindo-se as culturas tratadas com PTH.
Nas culturas expostas a hormona do crescimento, os niveis de fosforo ionizado aumentaram
gradualmente até ao dia 17, mas as concentragdes observadas foram relativamente baixas;

os niveis de célcio e de fosforo ionizados baixaram a partir do dia 17.
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O padriio de variagio dos niveis de fosforo e calcio ionizados determinados no meio
recolhido das culturas efectuadas sobre o composito (Figs. 38a-B e 39a-B) e HA (Figs. 38a-C
e 39a-C) foi idéntico ao observado nas culturas que cresceram na auséncia de materiais (Figs.
38a-A e 39a-A), tanto na auséncia como na presenga de Dex, PTH ou hormona do

crescimento.
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Figura 38 — Niveis de fésforo ionizado no meio de cultura recolhido ao longo do periodo de incubagfo.

a) Efeito da dexametasona (M), hormona da paratiréide (A) ¢ hormona do crescimento (X) nos niveis de
fosforo ionizado em culturas efectuadas na auséncia de materiais (A) e culturas efectuadas na superficie do
compésito de hidroxiapatite—biovidro (B) e da hidroxiapatite (C). (#) Culturas mantidas na presenga de AA +
B-GF (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padrdo observados foram <20 %.
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b) Niveis de fosforo ionizado no meio recolhido de culturas de células de medula 6ssea humana mantidas em

situagdio controlo (AA + B-GF) (A), na presenga de dexametasona (B), hormona da paratiréide (C) e hormona
do crescimento (D). Culturas efectuadas na auséncia de materiais () ¢ na superficie do compésito de
hidroxiapatite-biovidro (a) e da hidroxiapatite ().

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrdo observados

foram < 20 %.
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Figura 39 — Niveis de célcio ionizado no meio de cultura recolhido ao longo do periodo de incubagéo.
a) Efeito da dexametasona (m), hormona da paratiroide (A) ¢ hormona do crescimento (x) nos niveis de
calcio ionizado em culturas efectuadas na auséncia de materiais (A) e culturas efectuadas na superficie do

compdsito de hidroxiapatite-biovidro (B) ¢ da hidroxiapatite (C). (#) Culturas mantidas na presenca de AA +
B-GF (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padrdo observados foram <20 %.

As figuras 38b e 39b mostram que as culturas que cresceram sobre o compdsito
apresentaram um comportamento muito semelhante ao observado nas que cresceram na
superficie de poliestireno da placa de cultura em todas as situagdes experimentais (auséncia

e presenca das hormonas). Contudo, nas culturas que cresceram sobre a HA, o aumento dos
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niveis de fosforo ionizado foi menor, a concentragdo maxima foi atingida mais tarde e a
redugdo dos niveis de calcio e fosforo que se seguiu foi menos acentuada, o que sugere uma

mineralizagio mais tardia e menos intensa nestas culturas.
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b) Niveis de calcio ionizado no meio recolhido de culturas de células de medula dssea humana mantidas em

situagfio controlo (AA + B-GF) (A), na presenga de dexametasona (B), hormona da paratiréide (C) € hormona
do crescimento (D). Culturas efectuadas na auséncia de materiais (#) ¢ na superficie do compésito de
hidroxiapatite-biovidro (A) e da hidroxiapatite (W).

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrio observados
foram < 20 %.
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Formacdo de depdsitos de fosfato de cdlcio

As células osteoblasticas cultivadas na superficie dos biomateriais aderiram, proliferaram e
secretaram uma matriz extracelular que mineralizou. Ao fim de 24 horas de incubagdo, as
células cultivadas sobre o composito apresentavam uma morfologia fibroblastica (Fig. 40A)
mas, nas culturas com 7 dias, j4 demonstravam um aspecto poligonal (Fig. 40B), sugerindo
um desenvolvimento no processo de diferenciagdo osteoblastica. Esta evolugo na
morfologia celular também foi observada nas culturas efectuadas na superficie da

hidroxiapatite.

Figura 40 — Fotografias de microscopia electrénica de varrimento de culturas de células osteoblasticas de
medula 6ssea humana efectuadas na superficie do compésito de hidroxiapatite-biovidro ao fim de 24 horas
(A) e 7 dias (B) de incubagdo.

A formagdo de depésitos de fosfato de célcio nas culturas celulares mantidas nas diversas
condiges experimentais foi avaliada através da sua observagdo por MEV (Fig. 41).

A observacéo das culturas efectuadas na auséncia de materiais mostrou que a proliferacéo
das células de medula éssea foi acompanhada pela produgdo de uma matriz extracelular
fibrilar e que as culturas de 21 dias apresentaram numerosas estruturas minerais globulares
que, através de microanalise por raios X, mostraram conter Ca e P (Fig. 42). As culturas
efectuadas na superficie do compésito apresentaram um comportamento semelhante, isto €,
presenga de estruturas minerais aos 21 dias de cultura. No entanto, as culturas que
cresceram sobre a HA mineralizaram mais tarde e apenas as culturas de 28 dias mostraram

a presenca de estruturas minerais. Estes resultados foram observados nas culturas que
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cresceram na auséncia de hormonas e nas que foram tratadas com Dex ou PTH; contudo, as
culturas apresentaram uma mineralizagdo mais extensa quando expostas & dexametasona,
comparativamente com as culturas mantidas na presenga da PTH. Nas culturas celulares
tratadas com hormona do crescimento, a formagdo de depdsitos de fosfato de calcio foi

tardia (5° semana de cultura).

Figura 41 — Fotografias de microscopia electrénica de varrimento de culturas de células osteoblasticas de
medula dssea humana tratadas com dexametasona.

a) Culturas efectuadas na auséncia de materiais, 21 dias.
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Figura 41 — b) Culturas efectuadas na superficie do compoésito de hidroxiapatite-biovidro, 21 dias.
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Figura 41 — c) Culturas efectuadas na superficie da hidroxiapatite, 21 (A) e 28 (B e C) dias.
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Figura 42 — Espectro de raios X das estruturas minerais presentes nas culturas tratadas com dexametasona.

Culturas efectuadas na superficie do compésito de hidroxiapatite—biovidro (A, 21 dias) e da hidroxiapatite (B,

21 e C, 28 dias).

168



Modulaciio farmacolégica da interacgiio tecido osseo/biomateriais. Estudos in vitro,

3.2.2 — Efeito da doxiciclina e minociclina

Neste estudo, as células de medula 6ssea humana foram cultivadas na presenga de AA +
B-GF + Dex na auséncia de materiais ¢ na superficie do composito e da HA. Estas
culturas foram mantidas por 35 dias e tratadas com 1 pg.ml” de doxiciclina ou 1 pg.ml” de

minociclina durante todo o tempo de incubagdo.

Proliferagdo/viabilidade celular
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Figura 43a — Efeito da doxiciclina (W) e minociclina (A) na proliferagdo/viabilidade celular de culturas de
células de medula Gssea humana. Culturas efectuadas na auséncia de materiais (A) e na superficie do
composito de hidroxiapatite-biovidro (B) e da hidroxiapatite (C); (#) Culturas mantidas na presenga de AA +
B-GF + Dex (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padriio observados foram < 20 %.
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Figura 43b — Proliferagio/viabilidade celular de culturas de células de medula 6ssea humana mantidas em

situagiio controlo (AA + B-GF + Dex) (A), na presenca de doxiciclina (B) e minociclina (C). Culturas
efectuadas na auséncia de materiais (#) e na superficie do composito de hidroxiapatite-biovidro (4) e da
hidroxiapatite (W)

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrio observados

foram < 20 %.

As culturas efectuadas na presenga de AA + B-GF + Dex e na auséncia de materiais
proliferaram gradualmente até ao dia 21, seguindo-se uma redugdo do crescimento celular
(Fig. 43a-A). A exposigdo das células a doxiciclina e minociclina resultou num aumento

deste pardmetro a partir da 2* semana; os valores maximos de reducdo do MTT foram
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também atingidos ao dia 21 e verificou-se uma diminui¢fo significativa do crescimento

durante a 4* e 5* semanas de incubagéo.

A presenga de doxiciclina e minociclina provocou o mesmo tipo de efeito nas culturas
efectuadas na superficie do composito (Fig. 43a-B) e da HA (Fig. 43a-C). No entanto, a
presenga dos dois antibidticos causou uma maior indugdo da proliferagio celular nas
culturas que cresceram sobre a HA durante a 2* e 3* semanas, comparativamente ao efeito

observado nas culturas efectuadas sobre o compdsito.

A figura 43b compara o comportamento das culturas efectuadas sobre o compdsito ¢ HA
para a mesma situagdo experimental, isto é, na presenca de doxiciclina (A) e de minociclina
(B). As culturas que cresceram sobre o composito t€m um padrio de proliferagéo celular
semelhante ao observado nas efectuadas nas placas de cultura (Figs. 43b-A e B), embora se
observasse um valor ligeiramente mais baixo para este pardmetro nas culturas tratadas com
minociclina (Fig. 43b-B). Comparativamente, as culturas que cresceram sobre a HA
apresentaram uma proliferagdo celular menor e os valores maximos, atingidos no dia 28,
foram inferiores aos observados nas culturas que cresceram na auséncia de materiais, tanto

na presenga de doxiciclina como na de minociclina (Figs. 43b-A e B).

Conteudo total de proteina

Nas células cultivadas na auséncia € na presenga dos materiais, em todas as situa¢des
experimentais testadas, o conteudo total de proteina aumentou com o tempo de incubagdo
de modo semelhante a proliferagdo celular (resultados ndo apresentados). Neste estudo, tal
como no anterior, as culturas que cresceram sobre os materiais testados apresentaram um
conteudo total proteico superior ao observado nas culturas mantidas na auséncia de

qualquer material, para todas as situagdes experimentais utilizadas (Fig. 44).
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Figura 44 — Contetdo total de proteina de culturas de células de medula éssea humana mantidas em situagfo

controlo (AA + B-GF + Dex) (A), na presenga de doxiciclina (B) e minociclina (C). Culturas efectuadas na

auséncia de materiais (#) e na superficie do compoésito de hidroxiapatite-biovidro ( A) e da hidroxiapatite (W)

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrdo observados

foram < 20 %.

Actividade da fosfatase alcalina

Os resultados referentes a actividade da fosfatase alcalina, determinada nas vérias situagdes

experimentais, estdo apresentados na figura 45.
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Figura 45a — Efeito da doxiciclina (®) e minociclina (4) na actividade da fosfatase alcalina de culturas de

células de medula éssea humana. Culturas efectuadas na auséncia de materiais (A) e na superficie do
compdsito de hidroxiapatite-biovidro (B) e da hidroxiapatite (C); (#) Culturas mantidas na presenga de AA+

B-GF + Dex (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padrdo observados foram <20 %.

A actividade da fosfatase alcalina nas culturas que cresceram na presenca de AA + B-GF +
Dex € na auséncia de materiais (Fig. 45a-A) aumentou até aproximadamente ao dia 14,
diminuindo significativamente a partir deste dia. A presenga adicional de doxiciclina ou de
minociclina nestas culturas resultou num ligeiro aumento dos niveis da enzima durante as

duas primeiras semanas de cultura, aspecto que estd provavelmente relacionado com o
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aumento de proliferacdo celular que também se observou durante este periodo ¢ ndo com o
aumento real da actividade da fosfatase alcalina por célula. A redugdo da actividade deste
marcador osteobléstico a partir do dia 14 foi mais acentuada nas culturas tratadas com os

antibidticos (Fig. 45a). A estimulagéio promovida pela doxiciclina foi ligeiramente superior

a exibida pela minociclina.
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Figura 45b — Actividade da fosfatase alcalina de culturas de células de medula éssea humana mantidas em

situagio controlo (AA + B-GF + Dex) (A), na presenca de doxiciclina (B) e minociclina (C). Culturas

efectuadas na auséncia de materiais (®) ¢ na superficie do composito de hidroxiapatite-biovidro (4) ¢ da

hidroxiapatite (W)
*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrdo observados

foram < 20 %.
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As culturas que cresceram na superficie do compoésito (Fig. 45a-B) apresentaram uma
actividade de fosfatase alcalina que aumentou até aproximadamente ao dia 14, enquanto
que nas culturas que cresceram na superficie da HA (Fig. 45a-C) a actividade maxima da
enzima foi atingida apenas por volta do dia 21. Em ambas as situagdes, apds se ter atingido
o valor maximo, observou-se uma diminui¢do acentuada dos niveis da enzima. O efeito da
doxiciclina e da minociclina e a sua ordem de grandeza foram semelhantes nas culturas que
cresceram nos dois tipos de materiais e, também, aos observados nas culturas efectuadas na

auséncia de materiais (Fig. 45a-A).

A figura 45b mostra que a actividade da fosfatase alcalina nas culturas que cresceram na
superficie do composito seguiu um padrdo semelhante ao observado nas culturas efectuadas
nas placas de cultura, quer na auséncia quer na presenga dos antibidticos. No entanto, nas
culturas efectuadas sobre a HA, observou-se um atraso na expressdo da fosfatase alcalina e
a actividade maxima, atingida uma semana mais tarde, foi inferior a observada nas culturas
que cresceram sobre o composito. Contudo, a menor actividade da fosfatase alcalina esta
muito provavelmente relacionada com o facto de a proliferagéio celular também ter sido

menor nas culturas efectuadas sobre a HA (Fig. 43b-A).

Niveis de fosforo e cdlcio ionizados no meio de cultura

Nas culturas efectuadas na presenga de AA + B-GF + Dex e na auséncia de materiais, a
concentracdio de fosforo ionizado aumentou significativamente até ao dia 17, enquanto que
os niveis de célcio ionizado nio sofreram grandes varia¢des durante este periodo; a partir
do dia 17 e até ao fim do periodo de incubag@o as concentragdes das duas espécies idnicas
diminuiram significativamente (Figs. 46a-A ¢ 47a-A). As concentragdes de fosforo e calcio
ionizados no meio de cultura recolhido das culturas tratadas com doxiciclina e minociclina
variaram de modo semelhante (Figs. 46a-A ¢ 47a-A). No entanto, na presenga dos
antibioticos o aumento dos niveis de fosforo ionizado foi ligeiramente superior,
especialmente durante a 2* semana e o consumo das duas espécies idnicas foi um pouco

mais acentuado.
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Figura 46 — Niveis de fosforo ionizado no meio de cultura recolhido ao longo do periodo de incubagfo.

a) Efeito da doxiciclina (&) e minociclina (4) nos niveis de fosforo ionizado em culturas efectuadas na
auséncia de materiais (A) e culturas efectuadas na superficie do compoésito de hidroxiapatite-biovidro (B) e da
hidroxiapatite (C). (#) Culturas mantidas na presenca de AA + B-GF + Dex (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padrido observados foram <20 %.

Nas culturas efectuadas sobre o compoésito (Figs. 46a-B ¢ 47a-B) e HA (Figs. 46a-C ¢ 47a-
C), a doxiciclina e a minociclina causaram efeitos semelhantes aos observados nas culturas

efectuadas na auséncia de materiais (Figs. 46a-A e 47a-A).
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b) Niveis de fésforo ionizado no meio recolhido de culturas de células de medula 6ssea humana mantidas em

situagiio controlo (AA + B-GF + Dex) (A), na presenga de doxiciclina (B) e minociclina (C). Culturas
efectuadas na auséncia de materiais (#) ¢ na superficic do compdsito de hidroxiapatite-biovidro (A) ¢ da
hidroxiapatite ().

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrdo observados

foram < 20 %.

Nas figuras 46b e 47b pode observar-se que o padréio de variagéo dos niveis de fosforo e
calcio ionizados determinados no meio recolhido das culturas efectuadas sobre o comp6sito
foi idéntico ao observado nas culturas efectuadas na auséncia de materiais, em todas as

situacdes experimentais. Nas culturas mantidas sobre a HA, o aumento dos niveis de
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fosforo ionizado foi menor e os valores maximos foram atingidos mais tarde, por volta do
dia 23, altura em que se comegou a observar o consumo das duas espécies i0nicas a partir

do meio de cultura; estes resultados sugerem uma mineralizagio mais tardia nestas culturas.
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Figura 47 — Niveis de ciicio ionizado no meio de cultura recolhido ao longo do periodo de incubagéo.

a) Efeito da doxiciclina (W) e¢ minociclina (A) nos niveis de célcio ionizado em culturas efectuadas na

auséncia de materiais (A) e culturas efectuadas na superficie do compésito de hidroxiapatite-biovidro (B) e da

hidroxiapatite (C). (#) Culturas mantidas na presenga de AA + B-GF + Dex (culturas controlo).

*Significativamente diferente das culturas controlo. Os desvios padrio observados foram <20 %.
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b) Niveis de calcio ionizado no meio recolhido de culturas de células de medula 6ssea humana mantidas em
situagiio controlo (AA + B-GF + Dex) (A), na presen¢a de doxiciclina (B) e minociclina (C). Culturas
efectuadas na auséncia de materiais (#) e na superficic do compoésito de hidroxiapatite-biovidro (4) e da
hidroxiapatite (M).

*Significativamente diferente das culturas efectuadas na auséncia de materiais. Os desvios padrdo observados

foram <20 %.

Formacdo de depdsitos de fosfato de cdlcio

Nas culturas que cresceram na superficie do compésito, tanto na auséncia como na presenga
de doxiciclina ou minociclina, o processo de mineraliza¢io ocorreu a partir da 3* semana
(de modo similar ao que se observou nas culturas efectuadas na auséncia de materiais). As

culturas efectuadas na superficie da HA comegaram a mineralizar alguns dias mais tarde.
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3.3 - DISCUSSAQO

Um dos principais objectivos da utilizagio dos materiais de substituicdo 6ssea € induzir
rapidamente a deposigdo abundante de uma matriz de colagénio mineralizada sobre os
biomateriais implantados. E por isso fundamental assegurar que as células osteoblasticas
humanas proliferem e se diferenciem na superficie destes materiais. O comportamento dos
osteoblastos sobre os biomateriais €, por sua vez, influenciado pela composi¢do quimica,
porosidade, natureza da superficie e caracteristicas fisicas destes materiais.

. ) , , . 298-30
Embora diversos estudos tenham descrito que células da abobada craniana de rato 98-300

302

linhas celulares osteoblésticas®®, células do estroma de medula de rato®” e células dsseas

humanas®®

aderem e crescem sobre varios materiais in vitro, poucos avaliaram a
capacidade de diferenciagdo das células osteoblasticas humanas a superficie destes
materiais, em culturas a longo prazo. Entre estes trabalhos, Hott e c0l.’® demonstraram que
células osteoblasticas de osso trabecular humano, cultivadas sobre hidroxiapatite,
expressaram colagénio tipo I e osteocalcina, mas produziram uma matriz extracelular pouco
abundante, comparativamente com células cultivadas directamente na superficie das placas
de cultura. Assim, apesar da diferenciagdo destas células ter sido ligeiramente promovida,
quando cultivadas sobre hidroxiapatite, observou-se uma redugdo na proliferagdo celular, o
que limitou a extensdo da matriz extracelular formada in vitro sobre este material. Estes
dados estdo em concordincia com resultados obtidos em trabalhos anteriores realizados

com células osteoblasticas da abobada craniana®®** e d

e medula**>% de rato.

Num sistema in vitro, as células osteoprogenitoras e as células osteoblasticas podem alterar
rapidamente o seu fendtipo; assim, o substrato deve favorecer a expressdo do fendtipo
osteoblastico e ser apropriado para que ocorra a deposi¢do mineral. Existem trabalhos
anteriores’”® que demonstraram, em culturas celulares da abébada craniana de rato, que a
hidroxiapatite, material normalmente designado como bioactivo, ao contrario de exercer o
esperado efeito promotor da formacdo Ossea, reduziu significativamente a adesdio e a

proliferagdo das células osteoblasticas. Ao contrario deste, outros estudos provaram que os

1301,304 7

osteoblastos quer de origem anima , quer de origem humana®”’ mantinham a sua
expressdo fenotipica (produgdo de colagénio tipo I e elevada actividade da fosfatase

alcalina) na presenga deste material cerdmico e que este funcionava como promotor do
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crescimento celular. Apesar destes resultados contraditérios, a hidroxiapatite ¢ descrita
como um material que favorece a formagdo dssea quando implantado, sugerindo que a

situagdo in vivo envolve mecanismos adicionais.

As apatites biolégicas, que compreendem as fases minerais dos tecidos calcificados, tais
como o 0sso, a dentina e o esmalte, diferem da hidroxiapatite pura Ca;o (POs)s (OH)2, na
estequiometria, composi¢do quimica, cristalinidade e outras propriedades fisicas e
quimicas. Deste modo, tém sido desenvolvidos compésitos de hidroxiapatite reforgada com
biovidro, de maneira a aumentar a semelhanga quimica entre os biomateriais cerdmicos € 0s

tecidos duros.

O sucesso da utilizagio de biomateriais para substituicdo do tecido ésseo pressupde a
formacio de uma interface apropriada, de modo a que se verifique a integracéo tecidular do
implante. A modulagiio farmacologica da resposta das células presentes na superficie do
material constitui uma maneira de optimizar a formagdo desta interface e, assim, tornar

mais rapida e eficaz a osteointegragdo do biomaterial.

O objectivo deste trabalho foi estudar o comportamento biolégico de um compésito de
hidroxiapatite-biovidro utilizando culturas de células osteoblasticas provenientes de
medula 6ssea humana e modular farmacologicamente a interacgfio entre estas células e o
biomaterial. O comportamento biologico do compdsito de hidroxiapatite-biovidro foi
comparado com o observado em amostras de hidroxiapatite comercial, nas mesmas

condi¢des experimentais.

As amostras de ambos os materiais utilizados neste estudo foram incubadas durante 21 dias
em meio de cultura, antes de serem cultivados com células de medula dssea. A pré-imersdo
dos materiais contribui, de acordo com varios estudos anteriores, para aumentar o

desempenho biologico deste tipo de materiais. Véarios trabalhogs??7-308-309

sugeriram que a
pré-imersdo de materiais cerAmicos, tal como a hidroxiapatite e compositos de
hidroxiapatite-biovidro de varias composi¢des quimicas, numa solugéo fisiolodgica acelular,
como por exemplo o meio de cultura, resulta na formagdio de uma camada superficial de
apatite que presumivelmente aumenta a biocompatibilidade e a bioactividade destes
materiais. Estes trabalhos demonstraram que as modifica¢des superficiais causadas pela

pré-imersdo influenciam o crescimento e fungdes celulares de osteoblastos de osteosarcoma
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humano MG63°® e também de células de medula Ossea humana®®”®

, homeadamente
aumentando a taxa de proliferacio e a diferenciagio celular. Os efeitos aparentemente
benéficos da pré-imersdio na biocompatibilidade dependem das interacgdes moleculares e
idnicas entre o material e o ambiente liquido, incluindo a libertagdo de algumas espécies
ionicas (ides Ca*" e PO*), a modificagio local do pH e a adsorgdio, do meio para a
supetficie do biomaterial, de moléculas biologicamente activas, tais como peptideos e

proteinas que desempenham um papel importante no processo de adesdio e actividade

funcional dos osteoblastos’'°.

As culturas efectuadas na superficie do compdsito na presenca de AA + B-GF ou AA + B-GF + Dex
apresentaram a expressio completa do fenétipo osteoblastico (elevada actividade da fosfatase
alcalina e formaciio de depositos de fosfato de calcio). Estas culturas proliferaram
gradualmente com o tempo de incubagdo, observando-se uma redugdo do crescimento
celular a partir da 4* semana. A actividade da fosfatase alcalina também aumentou com o
tempo de cultura e o aumento significativo dos niveis desta enzima observado durante a 2°
semana sugere uma evolugdo no estado de diferenciagiio das células. Nestas culturas, o
processo de mineralizagfio ocorreu a partir da 3* semana, tal como ¢ demonstrado pelo
consumo significativo de fosforo e célcio ionizados a partir do meio de cultura durante esta

fase e pela presenga de numerosos depésitos minerais nas culturas celulares com 21 dias.

A exposigdo das culturas que cresceram na superficie do composito a dexametasona
(10 nmol.L™") e 4 hormona da paratiréide (10 nmol.L") resultou na estimulagdo do
crescimento celular e na inducdio da actividade da fosfatase alcalina, relativamente as
culturas controlo (AA + B-GF); o processo de mineralizagdio ocorreu na mesma altura que
nas culturas controlo, mas foi mais intenso na presenga das hormonas. O efeito do
glucocorticoide foi mais significativo do que o da hormona da paratiréide. As culturas
tratadas com hormona do crescimento (50 ng.ml") apresentaram uma proliferagdo celular
superior 4 observada nas culturas controlo (AA + B-GF) e ndo se verificou qualquer
diminuicdo do crescimento apds a obtengdo do valor maximo; a expressdo da fosfatase
alcalina foi reduzida e ndo se observou a formagio de depodsitos de fosfato de calcio.

A presenga de doxiciclina (1 pg.ml') ou minociclina (1 pg.ml™) nas culturas celulares
efectuadas na superficie do compoésito resultou num aumento do crescimento celular,

comparativamente com as culturas efectuadas na auséncia dos antibitticos (culturas
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efectuadas na presenga de AA + B-GF + Dex); a mineralizagéio também se observou a partir
da 3° semana de cultura e foi ligeiramente mais intensa nas culturas tratadas com

doxiciclina, seguindo-se as culturas expostas & minociclina.

Dos resultados apresentados neste capitulo, é evidente que o compdsito de hidroxiapatite—
biovidro apresentou caracteristicas de superficie mais adequadas para a proliferacdo e
diferenciagio de células osteoblasticas de medula dssea humana do que a hidroxiapatite, em
todas as situagdes experimentais testadas. As células cultivadas na superficie do compésito
apresentaram um padrio de comportamento semelhante ao observado nas culturas
efectuadas na auséncia de materiais, enquanto que nas culturas efectuadas sobre a
hidroxiapatite =~ se observou sempre um atraso no comportamento de
proliferagdo/diferenciacdo das células. Nestas culturas, o crescimento celular foi mais baixo
durante as primeiras quatro semanas, a actividade da fosfatase alcalina atingiu niveis
significativos apenas durante a 3* semana do periodo de incubacfio e o processo de
mineralizagdo foi mais tardio do que nas culturas efectuadas sobre o composito de
hidroxiapatite-biovidro. No entanto, a ordem de grandeza do efeito da Dex, PTH e
hormona do crescimento e, também, da doxiciclina e minociclina, seguiu um padréo

semelhante nas culturas efectuadas na superficie dos dois materiais.

Os resultados descritos sugerem que a populagdo celular que cresceu sobre 0 compdsito
parece diferenciar-se mais cedo e com um padrio semelhante ao observado nas culturas
efectuadas na auséncia de materiais, comparativamente com a populagdo celular que
cresceu sobre a hidroxiapatite, ou seja, a expressdo completa do fendtipo osteoblastico
ocorreu mais tarde nas células cultivadas sobre a hidroxiapatite, em todas as condi¢des
experimentais utilizadas. Esta observagdo pode estar relacionada com diferengas
observadas na formag¢io da camada de apatite durante a pré-imersdo dos dois materiais.
Assim, no estudo referido anteriormente®®®, os autores mostraram que ap6s o tratamento de
pré-imersdo a influéncia na proliferagdio e diferenciagdio de células osteoblasticas foi mais
pronunciada em compositos de hidroxiapatite-biovidro com a seguinte composi¢do (em mol
%) 35 P,0s, 35 CaO, 20 Na,O, 10 K,0 do que em hidroxiapatite. De acordo com este
trabalho, a taxa de formagdio da camada de apatite foi maior nos materiais compositos do
que na hidroxiapatite, visto que a superficie destes materiais foi totalmente recoberta por
cristais de fosfato de calcio ao fim de 14 e 21 dias, respectivamente. Estes resultados foram

igualmente obtidos por outros autores’'’. Este comportamento pode ser explicado pelas
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transformagdes de fase causadas pela adigdo do vidro que aumenta a proporgao relativa de
B-TCP na estrutura do compésito. Dada a sua maior solubilidade, ocorre uma maior
libertagdo dos ides Ca’" e PO,> dos materiais, 0 que aumenta o grau de saturagdo local
destes ides no meio circundante, acelerando deste modo a formagio da camada de
apatitezsz’zgl. Além disso, a adi¢do de Na,O e de P,0s a fase vitrea parece também aumentar

a taxa de formagdo desta camada®’.

Os resultados obtidos no trabalho aqui apresentado estdo em concordancia com este tipo de
estudos, uma vez que as modificagdes superficiais resultantes da pré-imersdo do composito
e da HA parecem ter um efeito positivo mais pronunciado no crescimento e diferenciagéo
dos osteoblastos de medula 6ssea humana cultivados sobre o compésito, verificando-se
uma expressdo do fendtipo osteoblastico mais precoce nas culturas celulares que cresceram
sobre este material. Esta observaco estd também de acordo com estudos in vitro anteriores

9 ou linhas celulares de osteosarcoma

realizados com células de medula 6ssea humana’
humano®® que avaliaram a resposta biolégica da hidroxiapatite e de um compésito de
hidroxiapatite-biovidro, sugerindo que o compdsito apresenta melhores caracteristicas para

o crescimento e fungdes das células 6sseas do que a hidroxiapatite.

Segundo um estudo realizado por Ohgushi*®®, os materiais bioactivos, tal como os
utilizados neste trabalho, sdo capazes de estimular a diferenciagdo de células
osteoprogenitoras do estroma da medula dssea de rato, bem como a formagdio de uma
matriz extracelular mineralizada que se liga ao material. Embora os mecanismos utilizados
ainda estejam pouco esclarecidos, este autor sugere que a ligagdo de moléculas
biologicamente activas a superficie dos biomateriais pode activar os receptores
membranares das células € a expressdo de varios genes, resultando na diferenciagéio
osteoblastica. Assim, embora estes materiais ndo possuam capacidade osteogénica por si s0,
podem ser considerados materiais osteogénicos na presenca de células osteoprogenitoras

existentes na medula dssea.

A inclusdo em materiais osteogénicos de farmacos com um perfil farmacolégico adequado
e a sua libertagdo local e controlada constitui uma abordagem muito promissora pois
permite associar o efeito osteoindutor do material com a possibilidade de modular o
comportamento das células dsseas na interface, de modo a assegurar e a tornar mais rapido

o processo de regeneracdo tecidular e de osteointegragdo do material’'>*!*. Devido ao facto
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de os osteoblastos desempenharem um papel central nos mecanismos de regulagdo do
metabolismo 6sseo, os farmacos que estimulam o crescimento e a diferencia¢@o das células
osteoblasticas tém particular interesse. Estdo neste caso varias hormonas e factores de
crescimento. A presenca de antibiéticos no local da cirurgia reconstrutiva reveste-se
também de muita importncia, pois que o aparecimento de infecgdes locais pode

comprometer todo o sucesso da intervengéo.

Os resultados descritos neste capitulo sugerem que a exposi¢do de culturas celulares
efectuadas sobre o composito (¢ também, HA) & dexametasona e hormona da paratiréide
resulta numa indugfio da proliferacdo e diferenciagdo osteobldstica e que a presenga da

hormona do crescimento causa um aumento significativo da proliferacéo celular.

E interessante observar que a presenca de doxiciclina e minociclina, dois antibidticos que
tém um espectro antibacteriano largo que abrange microorganismos implicados em
infec¢Oes Osseas, causem, numa concentragdo antibacteriana eficaz para muitos
microorganismos, um efeito de estimulagdo da proliferagdo de células osteoblasticas
cultivadas sobre o compoésito € HA. Este aspecto parece ser muito relevante pois farmacos
que sdo utilizados no tratamento de processos infecciosos podem interferir de modo
significativo com a actividade das células presentes no local (por um mecanismo

independente do efeito antibacteriano).

Assim, os resultados descritos neste capitulo providenciam informagdio que pode ser de
grande interesse no desenvolvimento de sistemas de libertacéo local de firmacos utilizando
materiais compositos (e, também, HA), associando o potencial osteogénico destes materiais
e a possibilidade de modular a resposta do hospedeiro de um modo que se identifique com

os objectivos pretendidos.

A colonizagdo de materiais biocompativeis com células do hospedeiro com potencial
osteogénico, obtidas previamente do individuo, parece constituir uma metodologia
promissora para se observar uma rapida reconstrugdo Ossea local’™. A implantago de um
sistema deste tipo pode representar um procedimento légico para o desencadear da cascata

de fendémenos responsaveis pela regeneragdo Ossea. Este aspecto ¢ particularmente

relevante quando se observa um afastamento entre o tecido dsseo e o material, situagéo que
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dificulta a migracfio das células dsseas para o implante, por nfo se verificar a existéncia de
uma interface.

O trabalho desenvolvido no d4mbito desta tese permitiu a optimizagdo das condigdes de
cultura de células de medula ¢ssea humana de modo a observar-se o crescimento de células
osteogénicas na superficie do compdsito e da hidroxiapatite € a expressdo completa do
fenétipo osteoblastico, isto €, a formagdo de uma matriz extracelular mineralizada. Este tipo
de metodologia permite explorar a possibilidade de expandir a utilizagdo do compdsito
desenvolvido (e, também, da hidroxiapatite) como suporte de crescimento de células dsseas
do hospedeiro que apresentam capacidade osteogénica. Por outro lado, a possibilidade de
modular farmacologicamente este sistema com substdncias que intervém nos mecanismos
de formagio Gssea pode permitir uma mais rapida regeneragdo local e integracdo do

material.
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A tecnologia mais recente permitiu o desenvolvimento de vérios materiais que sdo
utilizados nas cirurgias ortopédica, dentéria e maxilofacial. Entre estes, os biovidros e os
cerimicos de fosfato de calcio, tal como a hidroxiapatite, sdo conhecidos por serem
biocompativeis e bioactivos, permitindo a ligagdo directa do tecido dsseo recém-formado
com a superficie do biomaterial. Embora a hidroxiapatite seja um material de substitui¢éo
6ssea muito utilizado, a sua aplicagio limita-se a locais sujeitos a baixas cargas, pelo facto

de apresentar uma for¢a mecanica muito inferior a do tecido dsseo. Além disso, a sua |
composigio quimica difere bastante da do mineral 6sseo humano, visto que este contém
outros ides tais como o potdssio, magnésio, carbonato, flior e sodio. Existem varios
trabalhos em que estes ides tém sido incorporado na matriz de hidroxiapatite, de modo a
simular o melhor possivel a composi¢do do mineral 6sseo humano, melhorando assim a
resposta biologica dos materiais implantados. Por outro lado, existe uma grande
necessidade de produzir biomateriais cuja bioactividade seja superior & da hidroxiapatite e
de ajustar a taxa de degradagfio do implante 4 taxa auto-regeneradora dos tecidos. Assim, €
de grande interesse produzir um biomaterial cuja composi¢do quimica coincida, tanto
quanto possivel, com a do tecido dsseo, embora preservando a estrutura da hidroxiapatite,
que é o principal constituinte mineral do osso. Tendo isto em conta, foi produzido neste
trabalho um compésito de hidroxiapatite-biovidro fosfatado com a seguinte composi¢do
(em mol %): 45,0 P,Os — 28,0 CaO - 27,0 NayO. A microestrutura do compdsito possui
uma estrutura cristalina bifasica, composta por hidroxiapatite € por uma pequena
quantidade de B-TCP. O aperfeigoamento das propriedades mecénicas deste material,
relativamente 2 hidroxiapatite, deve-se essencialmente ao tamanho de grio reduzido € as
elevadas densificagdio, flexdo biaxial e resisténcia a fractura. O desempenho biolégico do
compésito de hidroxiapatite-biovidro foi avaliado in vitro, utilizando culturas de células
osteoblasticas obtidas de medula 6ssea humana e o seu comportamento comparado com 0

observado na hidroxiapatite comercial, nas mesmas condi¢es experimentais.

As respostas dos tecidos aos materiais sio geralmente avaliadas através de exames
morfologicos e histologicos do local de implante, de modo a determinar aspectos de
citotoxicidade e osteointegragio do material. Contudo, o novo conceito de
biocompatibilidade pressupde o conhecimento da resposta das células envolvidas na
interaccio com os biomateriais. Uma vez que in vivo ha varias populagdes celulares e
numerosos factores quimicos que estdo envolvidos, o0s ensaios in vivo ndo permitem a

avaliagdo da reacgfio de um tipo celular especifico a um substrato. O modelo de cultura
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celular na presenga de biomateriais € entdo de grande utilidade na determinagio dos
acontecimentos e parimetros que influenciam o processo interactivo. Embora os estudos in
vitro nfio incluam todas as condigdes que existem in vivo, o microambiente do sistema de
cultura pode ser constantemente produzido e mantido e podem ser adicionadas variaveis
suplementares, sob condi¢des controladas. Além disso, um modelo in vitro permite realizar

em larga escala, estudos a longo prazo.

A regulagio do processo de formagdo Ossea local e consequente osteointegragdo do
material s6 pode ser compreendida através do estudo do comportamento das células
responsaveis por este processo, os osteoblastos. A maioria dos estudos in vitro utilizam
células de origem animal, células fetais humanas e células transformadas. As diferengas
existentes entre as espécies e a maturidade das células tornam muito dificeis a extrapolagdo
dos resultados obtidos e a comparago das respostas observadas. As culturas celulares de
medula 6ssea humana tém inegdveis vantagens pois constituem uma populagdo celular
existente nos implantes ortopédicos in situ e possuem células mesenquimais indiferenciadas
com o potencial de se diferenciar em véarios tipos celulares incluindo uma linha

osteogénica, dependendo das condigdes de cultura.

Assim, o primeiro objectivo deste trabalho foi obter e caracterizar culturas de células de
medula 6ssea humana com um comportamento bem definido e reprodutivel que
apresentassem uma expressdo completa do fenétipo osteoblastico. No capitulo 1I
apresentaram-se os resultados relativos a optimizagfo das condigdes experimentais para a
obtencio de culturas celulares com estas caracteristicas para serem utilizadas como modelo
in vitro na avaliagio da biocompatibilidade e bioactividade dos materiais estudados,

nomeadamente um compésito de hidroxiapatite-biovidro e hidroxiapatite.

Numa primeira fase do frabalho, foi avaliada a influéncia do meio de cultura na proliferagéo
e actividade funcional destas células ao longo de trés subculturas. As culturas primarias
foram obtidas a partir de medula ¢ssea humana, proveniente de dadores adultos saudaveis e
foram cultivadas em dois meios amplamente utilizados, a-Minimal Essential Medium
Eagle (a-MEM) e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), enriquecidos com 10%
de soro bovino fetal, 2,5 pg.ml” de fungizona e 50 pg.ml’ de gentamicina. As culturas

foram incubadas a 37 °C numa atmosfera himida contendo 95% de ar e 5% de CO,. As
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subculturas, obtidas apés tripsinizagdo das células, foram mantidas nas mesmas condigdes
experimentais ¢ na presenga de substincias que favorecem o desenvolvimento das
caracteristicas osteoblasticas, nomeadamente, 4cido ascérbico (50 pg.ml'l), B-glicerofosfato
(10 mmol.L) e dexametasona (10 nmolL™). Os resultados obtidos mostraram que as
células de medula 6ssea humana sdo capazes de proliferar e de se diferenciar em ambos 0s
meios estudados, embora a actividade da fosfatase alcalina e a capacidade para formar
depésitos minerais fossem inferiores nas culturas efectuadas em DMEM. Para além disso,
os pardmetros osteoblasticos foram significativamente reduzidos pela subcultura sucessiva
das células, particularmente da primeira para a segunda subcultura. Nas condigdes
experimentais utilizadas, a diferenciago osteoblastica maxima (mineralizagio da matriz
extracelular) s6 foi observada na primeira e segunda subculturas efectuadas em a-MEM e
na primeira subcultura efectuada em DMEM. Assim, os resultados obtidos mostraram que a
primeira subcultura efectuada em a-MEM constitui um sistema celular apropriado para
estudar o comportamento de proliferagdo/diferenciagdo de células osteoblasticas, uma vez
que nestas condigdes, se observou uma elevada capacidade proliferativa e a expressdo

completa do fenotipo osteoblastico.

Tendo em atengdo os resultados obtidos, a segunda parte do trabalho apresentado no
capitulo II teve como objectivo avaliar o efeito do 4acido ascorbico (co-factor enzimatico
que estimula a sintese e maturagdo do colagénio), B-glicerofosfato (fonte de fosfato
inorgénico necessario para o processo de mineralizagdo) e dexametasona (glucocorticoide
que induz o fendtipo osteobldstico em numerosos sistemas celulares) na proliferagdo e
diferenciagdo de células de medula 6ssea humana da primeira subcultura mantidas em a-
MEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal. A adigio destes compostos foi feita
continuamente ao longo do periodo de cultura, de modo isolado (AA, B-GF ou Dex) ou em
combinago (AA + B-GF e AA + B-GF + Dex). As células que cresceram nas diferentes
condicdes experimentais proliferaram gradualmente ao longo do tempo de incubagdo ¢
apresentaram uma elevada actividade da fosfatase alcalina. As culturas que cresceram na
auséncia destes suplementos e na presenga isolada de AA ou de Dex ndo formaram
depositos de fosfato de calcio. As células cultivadas na presenga isolada ou combinada de
B-glicerofosfato (B-GF, AA + B-GF, AA + B-GF + Dex) mostraram a formagdo de uma
matriz mineralizada. As culturas que cresceram num meio com B-glicerofosfato

apresentaram uma populacio de células osteoblasticas menos proliferativa, mas mais
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diferenciada do que as culturas que ndo exibiram mineralizagdo. A presenca adicional de
dexametasona resultou numa indugio significativa dos dois marcadores osteoblasticos aqui
estudados (actividade da fosfatase alcalina e capacidade de formacdo de depdsitos
minerais). Os resultados obtidos neste estudo mostraram que as culturas efectuadas em
condicbes que permitiram a formacdo de uma matriz extracelular mineralizada
apresentaram um comportamento que esta de acordo com o modelo proposto na literatura
para o desenvolvimento do fenotipo osteoblastico'?? que define uma relagio reciproca entre

proliferagdo e diferenciagéo.

Com base nestes resultados, é possivel afirmar que as culturas de células de medula 6ssea
humana, mantidas em condigdes experimentais que favorecem a expressdo do fenotipo
osteoblastico, nomeadamente, células da primeira subcultura cultivadas em o-MEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 50 pg.ml” de 4cido ascorbico, 10 mmol.L” de
B-glicerofosfato e na auséncia ou presenca de 10 nmol.L"! de dexametasona podem ser
utilizadas como modelo in vitro no estudo dos mecanismos de regulagdo dos processos de
formagdio éssea. Estas culturas constituem também um instrumento apropriado para o
estudo de aspectos biologicos envolvidos na interacgio tecido 6sseo/biomaterial, visto que
a utilizagio de materiais para substituigdo Ossea tem por objectivo a indug¢do da deposicdo

de uma matriz de colagénio mineralizada sobre o implante.

No tecido 6sseo normal, a produgiio e disponibilidade de hormonas e factores de
crescimento desempenham um papel chave na formagdo e remodelagdo Ossea. Por outro
lado, o sucesso da utilizagdo de biomateriais em cirurgia reconstrutiva depende, entre
outros, de vérias substincias que possam garantir 0 processo de regeneragdo tecidular e de
osteointegragio do material. Os fenomenos biolégicos que ocorrem na interface tecido
6sseo/biomaterial podem ser farmacologicamente modulados de modo a assegurar 0s
objectivos pretendidos. Farmacos de interesse evidente incluem hormonas e factores de
crescimento que influenciam a adesdo, proliferagio e diferenciagdo das células
osteoblasticas e, consequentemente, o processo de regeneragio na interface. Também, a
utilizagiio de antibidticos é muitas vezes necessdria pois o aparecimento de um processo
infeccioso local é relativamente frequente e pode comprometer a regeneragdo tecidular e a
osteointegragio do implante. Assim, no capitulo Il apresentaram-se dois estudos que

avaliaram o efeito da dexametasona, hormona da paratirdide ¢ hormona do crescimento,
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hormonas que afectam de modo significativo o metabolismo Osseo e, também, da
doxiciclina e minociclina, antibioticos de largo espectro de acgdo, no comportamento de
culturas celulares de medula 6ssea humana efectuadas segundo a metodologia descrita no
capitulo II. Este estudo teve como objectivo optimizar as condicdes experimentais de modo
a seleccionar as mais apropriadas para a obtengdo da expressdo completa do fenétipo
osteoblastico em culturas celulares de medula 6ssea efectuadas na superficie do composito

de hidroxiapatite-biovidro e hidroxiapatite (resultados apresentados no capitulo IV).

Os estudos descritos no capitulo III foram realizados em células da primeira subcultura
mantidas em a-MEM suplementado com compostos que favorecem o desenvolvimento do
fen6tipo osteoblastico. As hormonas na concentragéo adequada estiveram presentes durante
todo o tempo de incubagdo ou durante diferentes fases do periodo de cultura,
representativas de populagdes celulares em diferentes estados de diferenciagdo
osteoblastica. Os antibioticos foram adicionados durante todo o periodo de incubagdo e
estudou-se o comportamento das culturas celulares na presenca de uma gama de
concentragdes dos dois compostos. As concentragdes das hormonas e dos antibioticos
utilizadas nestes estudos foram seleccionadas tendo por base as concentragdes plasmaticas
obtidas durante o tratamento por estes firmacos e, tambeém, resultados de estudos

efectuados relativos ao efeito destes farmacos em sistemas de cultura de células.

A dexametasona é conhecida por exercer uma ac¢do no metabolismo 6sseo, nomeadamente
influenciar a proliferagdo e a actividade funcional das células osteoblasticas. Os resultados
apresentados neste trabalho mostraram que a presen¢a continua desta hormona no meio de
cultura estimulou a proliferagdo celular, a actividade da fosfatase alcalina € o processo de
mineralizagdo de culturas celulares de medula ossea humana. Contudo, o tratamento com
este glucocorticoide produziu efeitos distintos, dependendo do estado de diferenciagdo em
que se encontravam as células. Assim, em culturas celulares de medula dssea humana, a
dexametasona estimulou a proliferagiio e a diferenciagdo de células osteoprogenitoras €
também de osteoblastos presentes num estado de diferencia¢io menos adiantado (1% e 2°
semanas do periodo de cultura). Quando a hormona esteve presente nas fases mais tardias
do periodo de cultura (3* semana) o efeito foi menor, uma vez que nestas fases as células ja
estio altamente diferenciadas, relativamente a actividade da fosfatase alcalina e a
capacidade para formar uma matriz extracelular mineralizada. Os dados obtidos sugerem

que a maximizagio do efeito estimulatério da dexametasona requer uma exposi¢io continua
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das células & hormona, visto que foi nestas condigdes que se observou uma maior inducdo

da expressdo do fenotipo osteoblastico.

Os resultados apresentados neste capitulo sugerem que a hormona da paratiréide esta
intimamente ligada a diferenciagio osteoblastica, inibindo a diferenciagdo das células
osteoblasticas mais maduras e favorecendo as que se encontram num estado imaturo. O
efeito mais significativo da ac¢do da hormona da paratirdide nas culturas de células de
medula dssea humana foi um evidente aumento da actividade da fosfatase alcalina nas
culturas expostas continuamente & ac¢io da PTH e nas culturas expostas a hormona durante
a 1% semana de cultura. A exposigdo das culturas celulares 8 PTH durante a 2° e 3? semanas
do periodo de incubagdo resultou num aumento dos niveis da fosfatase alcalina mas nio se
verificou a formagfio de depdsitos minerais. Nestas culturas, observou-se uma diminui¢do
da sintese de proteinas extracelulares, sugerindo provavelmente dificuldades na produgéio
de uma matriz extracelular adequada para suportar o processo de mineralizagdo. Os
resultados observados sugerem que as culturas tratadas com PTH durante a 2° ou a 3
semana constituem populagdes celulares menos diferenciadas na linhagem osteoblastica,
comparativamente com as expostas 4 hormona de modo continuo ou apenas durante a 1*

semana.

Seguidamente, estudou-se o comportamento das culturas celulares de medula 6ssea humana
na presenga da hormona do crescimento, substincia conhecida por promover o
desenvolvimento do tecido 6sseo. O efeito da hormona foi estudado em culturas celulares
mantidas permanentemente com 10% de soro bovino fetal e em culturas celulares que
cresceram temporariamente na auséncia de soro, uma vez que O Soro ¢ fonte, entre outros,
de hormonas e factores de crescimento. As culturas expostas a acgdo da hormona do
crescimento por periodos de 24 horas ao longo do tempo de incubagdo apresentaram um
aumento significativo da proliferagio das células osteoblasticas, efeito que foi
acompanhado por uma ligeira diminui¢do da actividade da fosfatase alcalina ¢ da
capacidade de formacdo de depdsitos de fosfato de caélcio, sugerindo que esta hormona
actua essencialmente a nivel do crescimento celular. Embora a hormona do crescimento
tenha induzido a proliferagdo celular tanto em culturas mantidas na presenga como na
auséncia de soro bovino fetal, as culturas que cresceram na presenga de soro apresentaram

um crescimento celular superior ao das culturas mantidas na auséncia de soro.
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O comportamento de culturas osteogénicas foi também estudado na presenga de doxiciclina
e de minociclina. Estes farmacos sdo utilizados para eliminar infecgdes que surgem apoOs o
processo cirtirgico e, para além da sua eficacia antimicrobiana, parecem exercer uma accio
benéfica sobre o metabolismo dsseo, efeito que pode estar relacionado com a capacidade de
inibigio da colagenase (enzima responsavel pela degradagdo do colagénio da matriz
extracelular do tecido conjuntivo, incluindo o tecido 6sseo). Deste modo, foi avaliada a
resposta de células osteoblasticas a uma gama de concentragdes de doxiciclina (1 pg.ml'l,
5 ug.ml™, 10 pg.ml’ e 25 pg.ml™) e de minociclina (1 pg.ml, 5 p.g.ml'l, 10 pg.ml™”,
25 pg.ml™’ e 50 pg.ml'). Os resultados obtidos mostraram que baixas concentragdes
de doxiciclina e de minociclina (1-5 pg.ml") estimularam a proliferagdo das células de
medula 6ssea humana, cultivadas em condi¢des que favorecem o desenvolvimento do
fenétipo osteoblastico. Estes resultados sugerem que, para além das suas propriedades
antimicrobianas e anti-colagenoliticas, estes dois antibi6ticos, quando utilizados em baixas
concentragdes, actuam como promotores da proliferagdo das células osteoblasticas. A
exposi¢do das células a 10 pg.mi” de minociclina pareceu estimular o aparecimento de uma
populagdo celular mais proliferativa mas menos diferenciada. As concentragdes de
10 pg.ml" de doxiciclina e 25 pg.ml” de minociclina causaram um efeito deletério
no comportamento das culturas celulares, atrasando a fase de proliferagio que estd
associada a formagdo de uma matriz extracelular. Os resultados aqui obtidos também
mostraram que concentragdes relativamente elevadas destes antibioticos (25 p.g.ml'1 de
doxiciclina e 50 ug.ml‘l de minociclina) foram citotéxicas para as células de medula 6ssea
humana. E de salientar que a mesma concentragdo de doxiciclina e de minociclina teve
efeitos diferentes nas culturas celulares, tal como se observou para as concentragdes de 10 e
25 pg.ml™. Esta observagio pode estar relacionada com uma diferenca de poténcia dos dois

antibioticos relativamente as fungdes celulares afectadas.

Embora os materiais cerdmicos e os biovidros se comportem como materiais
osteocondutores, facultando um substrato que permite a migra¢do ¢ a proliferagdo de
células ésseas, ndo podem ser considerados osteoindutores. A presenca de farmacos com
capacidade para estimular a proliferagdo ¢ diferenciagfio osteoblastica representa, assim,
uma maneira de promover a colonizagdio celular destes materiais e permitir que eles
desempenhem na totalidade a fungdo para a qual foram implantados. Assim, no capitulo IV

apresentaram-se os resultados relativos ao comportamento biolégico do compoésito de
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hidroxiapatite—biovidro preparado, utilizando culturas de células osteoblasticas
provenientes de medula 6ssea humana. O comportamento de proliferagdo/diferenciagéo
celular de células osteoblasticas cultivadas na superficie deste material foi
farmacologicamente modulado pela utilizagdo de trés hormonas (dexametasona, hormona
da paratirdide € hormona do crescimento) e de dois antibiéticos (doxiciclina e minociclina).
A concentragio dos farmacos e o tempo de exposigdo foram escolhidos tendo por base o
estudo realizado no capitulo III, de modo a obter o desenvolvimento completo do fenétipo

osteoblastico das células de medula 6ssea humana cultivadas na superficie do composito.

As amostras do compdsito e da HA foram incubadas durante 21 dias antes de serem

cultivadas com células de medula éssea. De acordo com trabalhos an’terioresz("é’m7

, a pré-
imersdo dos materiais cerdmicos contribui para aumentar o desempenho biolégico destes
materiais: promove a formagdo de uma camada de apatite que aumenta a
biocompatibilidade e bioactividade destes biomateriais ¢ a adsor¢do, do meio para a
superficie do material, de moléculas biologicamente activas que desempenham um papel
importante no processo de adesdo e actividade funcional dos osteoblastos. Durante este
tratamento, observaram-se trocas iénicas entre os materiais € 0 meio de cultura e alteragdes
de superficie que se traduziram pela formagdo de pequenas particulas esféricas na

superficie dos materiais, visiveis por microscopia electrénica de varrimento.

As culturas efectuadas na superficie do compésito na presenga de AA + B-GF e AA + B-GF + Dex
apresentaram uma proliferagio celular semelhante a observada na auséncia de materiais,
actividade da fosfatase alcalina elevada e formagdo de uma matriz extracelular
mineralizada. A exposigdo continua das culturas efectuadas na superficie do compésito a
dexametasona (10 nmolL?!) e & hormona da paratiréide (10 nmolL!) resultou na
estimulagio do crescimento celular e na indugdo da diferenciagio osteoblastica,
evidenciada por um aumento da fosfatase alcalina e um processo de mineralizagdo mais
extenso; estes efeitos foram mais acentuados na presen¢a da dexametasona. No entanto, a
presenga da hormona do crescimento (50 ng.ml™') por periodos de 24 horas ao longo do
tempo de incubagdo resultou num aumento significativo do crescimento mas numa
diminuicdo da diferenciagdo celular, pois estas culturas apresentaram niveis mais baixos de
fosfatase alcalina e formagdo tardia de depdsitos minerais. As culturas efectuadas na

superficie do composito na presenga de doxiciclina (1 pg.ml'l) ou de minociclina (1pg.ml™)
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apresentaram um aumento da proliferacdo celular, efeito que ndo foi acompanhado por uma

indugio da actividade da fosfatase alcalina.

Os resultados descritos no capitulo IV mostraram que o compdsito de hidroxiapatite—
biovidro apresenta caracteristicas de superficie mais apropriadas para a proliferagdo e
diferenciacio das células de medula 6ssea humana que a hidroxiapatite, em todas as
situagdes estudadas. As culturas que cresceram sobre a hidroxiapatite apresentaram o valor
méximo de proliferagdo celular mais tarde, o que provavelmente explica a expressdo mais
tardia das caracteristicas osteoblasticas (actividade da fosfatase alcalina e inicio do processo
de mineralizagfio), uma vez que ha uma relagdo reciproca entre o crescimento celular € a
diferenciagdo. No entanto, a ordem de grandeza do efeito da dexametasona, hormona da
paratirbide e hormona do crescimento e, também, da doxiciclina e minociclina, seguiu um

padrio semelhante nas culturas efectuadas na superficie dos dois materiais.

Os resultados apresentados mostraram que a expressio completa do fenétipo osteoblastico
de culturas de células de medula dssea humana ocorreu mais cedo nas culturas efectuadas
sobre 0 composito, comparativamente com as que cresceram sobre a hidroxiapatite. O
melhor desempenho biolégico do compbsito estd muito provavelmente relacionado com a
maior solubilidade deste material. Esta caracteristica parece favorecer as interacgdes
iniciais da superficie do material com o meio de cultura, nomeadamente a formagdo de uma
camada de apatite e a adsorgdo de moléculas envolvidas no recrutamento e adesdio das
células osseas, passo fundamental para o crescimento e diferenciagdo das populagdes
osteogénicas e consequente formagio de uma matriz extracelular mineralizada nas culturas.
De acordo com estudos anteriores3°7, a taxa de formaciio da camada de apatite € maior no

compdsito do que na hidroxiapatite.

In vivo, existem diversas hormonas e factores de crescimento produzidos pelas células
presentes no microambiente dsseo e/ou que sdo armazenados na matriz extracelular, que
medeiam a adesdo, proliferagio e fungdes das células osteoblasticas. Por sua vez, 0s varios
farmacos utilizados no processo pos-cirirgico (mais frequentemente, anti-inflamatorios e
antibioticos), para além da acgfo farmacologica pretendida, podem influenciar
significativamente o comportamento das células presentes no local. Estes compostos podem
afectar varios fenoémenos especificos no tecido dsseo, tal como a proliferagdo ¢

diferenciagiio das células progenitoras e a formagdo € composi¢do da matriz extracelular. A
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caracterizagdo dos fenémenos biologicos que ocorrem entre 0s biomateriais e as células
6sseas e a possibilidade da sua modulagéo farmacologica constituem aspectos
particularmente relevantes no estudo de materiais para substituicdo 6ssea. Os resultados
descritos neste trabalho sugerem que a utilizagdo sinergética de um compdsito de
hidroxiapatite-biovidro e de diversos farmacos, que influenciam o comportamento
osteoblastico, promove a proliferagdo e diferenciagdo das células osteoblasticas ¢ a

mineralizag@o in vitro.

Os resultados obtidos neste trabalho para cumprimento dos objectivos propostos tém

interesse, fundamentalmente, em duas 4reas de conhecimento:

_  desenvolvimento de materiais com caracteristicas de biocompatibilidade e bioactividade
apropriadas para se observarem respostas especificas e descjaveis das células
osteoblasticas, de modo a garantir o processo de osteointegragao;

— contribuicdo para o desenvolvimento de vertentes farmacolégicas que possibilitem o
controlo de alguns dos problemas associados 2 utilizagdo dos biomateriais relacionados
com a resposta do hospedeiro, possibilitando uma mais rapida reconstrugdo ossea local
e osteointegragio do material; relativamente a este aspecto, o desenvolvimento de
sistemas de libertagio local de farmacos utilizando compdsitos pode ser de grande
interesse pois permite associar o potencial osteogénico destes materiais € a
possibilidade de modular a resposta do hospedeiro de um modo que se identifique com

os objectivos pretendidos.

O trabalho desenvolvido no ambito desta tese permitiu a optimizagdo das condi¢Ges de
cultura de modo a observar-se a expressio completa do fenétipo osteobidstico em culturas
de células de medula Ossea humana cultivadas na superficie do composito de
hidroxiapatite-biovidro. Este tipo de metodologia permite explorar a possibilidade de
expandir a utilizagdo do compoésito como suporte de cultura de células de medula Ossea
retiradas previamente do hospedeiro e o seu crescimento em condi¢bes que favorecem a
diferenciagdo osteobldstica. A posterior implantagdo de um material colonizado com células
osteogénicas do hospedeiro pode representar uma abordagem légica para permitir uma mais

rapida regeneragdo local e integragéo do material.
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