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RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito da rifamicina, tetraciclina e cloridrato de
lincomicina (Frademicina®) em trés diferentes concentracbes na proliferagdo e
diferenciagdo de células osteogénicas derivadas de calvaria de ratos. As células
foram isoladas por digestdo enzimatica sequencial, com solugdo de tripsina e
colagenase de fragmentos de calvarias de ratos Wistar recém-nascidos e foram
plaqueadas em placas de 24 pocos na densidade de 2x10* células/poco, cultivadas
em meio essencial minimo, modificagdo a, com L-glutamina, suplementadas com
10% de soro fetal bovino, B-glicerofosfato e acido ascorbico. Tetraciclina (30, 60 e
80ug/mL), rifamicina (12,5, 25 e 50 ug/mL), cloridrato de lincomicina (0,75 107
0,375 e 0,75 ug/mL) ou gentamicina (100 pg/mL no grupo controle) foram
adicionados ao meio, e as células incubadas a 37°C em incubadora contendo 5% de
CO, por 24, 48 horas ou sete dias. Células viaveis e ndo viaveis foram contadas
utilizando-se Camara de Neubauer. A expressdo de osteonectina, osteopontina,
osteocalcina e fosfatase alcalina foi avaliada por imunofluorescéncia, sendo os
experimentos realizados em triplicata. Os resultados evidenciaram que o cloridrato
de lincomicina foi a droga que induziu maior proliferagcdo celular em qualquer
periodo. A rifamicina, na concentragdo maior, foi a droga que induziu a segunda
maior proliferacdo celular. Tanto o cloridrato de lincomicina, quanto a rifamicina, em
sete dias, induziram maior proliferacao, quanto maior fosse a concentragdo das
drogas (p < 0.05). A tetraciclina induziu as menores proliferagdes. Por outro lado, a
gentamicina empregada como controle, induziu menor proliferagdo que o cloridrato
de lincomicina e rifamicina em 24 horas, entretanto, em 72 horas induziu maior
proliferagcdo que a rifamicina (p < 0.05). Independentemente da droga e dose, as
células expressaram osteonectina, osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina.
Pode-se concluir que o cloridrato de lincomicina induz maior proliferagcao celular nas
concentragcbes testadas, seguido da rifamicina e da tetraciclina. Nenhuma das
drogas induziu diferenciagao celular.



ABSTRACT

This study evaluated the effects of rifamycin, tetracycline and hydrochloride
licomicina (Frademicin®)at different concentrations in the proliferation and
differentiation of osteogenic cells. The cells were isolated for sequential enzyme
digestion, in a solution of Tripsin and Colagenese, from calvarium of newborn Wistar
rats. The cells were placed in a incubator of 24 tubes in the density of 2x10*
cells/tube and were cultivated in a Essential Minimum Environment, modificacdo a,
with L-Gutamine, supplemented with 10% of fetal bovin serum, B-glicerofosfatum and
ascorbic acid. Tetracycline (30, 60 e 80ug/uL), rifamycin (12.5, 25 and 50 pg/mL)
Frademicin® 10-2, 0,375 e 0,75 pg/mL (0,75, 1.5, 0.75 pg/mL) or gentamicin (100%
in the control group) were added to the medium and the cells were incubated at 37°C
in a incubator containing 5% of CO, concentration for a period of 24 hours, 48 hours
or seven days. Viable and non-viable cells were counted using the Newbauer camera
and Osteonectin, osteopontin, osteocalcin and alkaline phosphatase expressions
were analyzed by imunofluorescence. The experiments were conducted in triplicate.
In the seven-day period, the duration of the experiment, both Frademicin® and
rifamycin, induced greater proliferation, and even greater as drug concentration
increases (p<-0.05). The tetracycline induced the smaller proliferations. On the othe
hand, the gentamicin used as the control drug induced smaller proliferation than the
frademicin® and rifamycin in the 24-hour experiment, but if the period increases to 72
hours, than the gentamicin induced greater proliferation thant the rifamycin (p <.05).
Independently of the the type of drug and the dosage used, the cells showed
osteonectin, osteopontin, osteocalcin and alkaline phostatase. We can conclude that
frademicin® induces greater cell proliferation in the tested concentrations used in this
experiment, followed by rifamycin and tetracycline. None of the drugs induced cell
differentiation.



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Efeito da tetraciclina na proliferagao celular ..............cooeeeeiiiiiieeeiinnnnn... 43
Grafico 2 - Efeito da rifamicina na proliferagdo celular Barra de erro .................... 44

Grafico 3 - Efeito do cloridrato de lincomicina (frademicina®) na proliferagéo

CRIUIAT e e, 45

Grafico 4 - Efeito da tetraciclina, rifamicina e frademicina® na proliferacao

celular(Celulas VIAVEIS)...........uueuiiiieieieeeeecce e 47

Grafico 5 - Efeito da tetraciclina, rifamicina e frademicina® na proliferacéo

celular(céluas Viaveis € iINVIAVEIS)........coooeeiiiiiiiiiieee, 47



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Ratos wistar recém-nacidos 2 @ 4 dia@s ............uuuuuummmmmiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiienees

Figura 2 - Calvaria de rato Wistar.................uuuiiiiiiiiiiiiii

Figura 3 - Células fixadas em laminulas de vidro 12mm com paraformaldeido a

4% apos sete dias de crescimento (grupo controle)..........ccevvveeevveeeeennnnn.

Figura 4 - A) Imunofluorescéncia em placa do grupo controle analisado com sete

dias. O marcador utilizado foi o LF 52 combinado; B)
Imunofluorescéncia em placa do grupo controle analisado com sete
dias.O marcador de nucleo celular utilizado foi a fosfatase alcalina; C)
Imunofluorescéncia em placa do grupo das rifamicinas analisado com
sete dias de cultura. O marcador utilizado foi o LF 32; D)
Imunofluorescéncia em placa no grupo do cloridrato de lincomicina
analisado com sete dias de cultura. O marcador de utilizado foi o LF
32; E) Imunofluorescéncia em placa no grupo das tetraciclinas
analisado com sete dias de cultura. O marcador de nucleo celular
0111 [1=To [o 30 o] I AN i 5y PP



ALP
BMP
FGF
FGF2
GH
MEN
OBM
PBS
SFB

TGFB

LISTA DE ABREVIATURAS

Atividade da fosfatase alcalina

Proteina Morfogenética do Osso

Fator de crescimento de fibroblastos

Fator de crescimento de fibroblastos do tipo 2
Hormonio do crescimento humano

Meio Essencial Minimo

Osso bovino misto

Tampao fosfato salino

soro fetal bovino

Fatores de crescimento transformante 3



SUMARIO

g 1V 1 20 L1 oY P 13
2 REVISAO DA LITERATURA ... erteceaeses s e eae e s e sas e saesas e saesas e saesasneens 16
2.1 TECIAO OSSO ...ttt netean s 16
2.2 Antibidticos - OdoNntologia.........ceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 20
2.3 Efeitos dos Antibiticos sobre Osteoblastos em Cultura de Células .................... 24

2.4 Efeitos Antibiéticos sobre a Regeneracdo Ossea: Estudos Clinicos e

[ 153 (0] [ Yo 1o 0 1< J00 P 32
I =1 270 ] 201 L. Y o J 35
4 MATERIAIS E METODOS ........cccoietrtrueceetessaeesesssssssesessssssssssessssssssssssssssssssssns 36
4.1 ProCeAIMENTOS. .....eeiiiiiiiiiiiiit ettt e e e 36
4.2 IMUNOFIUOIESCENCIA ..ot e e 40
4.3 Analise EStatiStiCa ...........euiiiiiiiiiiiiiiieeee e 41
5 RESULTADOS ......ooiiciiiiiirrisresssss s ssssne s sss s s sns s sms e s s ms s s ssn e s s mn e s s sms s s smn e sesanes 43
5.1 Comparacbes entre as Diferentes Concentragdes de Tetraciclina..................... 43
5.2 Comparacgdes entre as Diferentes Concentragdes de Rifamicina ...................... 44

5.3 Comparacgdes entre as Diferentes Concentragdes de Cloridrato de

Lincomicina(FrademiCina®)...............uuuuuumumuiiiiiiii e 45
5.4 Comparagdes entre as Diferentes Drogas ............eeeeeieiiiiiiiiiiiiiiiei e, 46
(R 0 £ oF U7X o 49
7 CONCLUSAO ...t cere et esesas e s e sas e saesas e saesae e s s eae e saeeae e ssesasssnasenensns 52
REFERENCIAS........cotriuieeureessessssesssssssssss s seass st sssess s ssessssesssesssseassseasssesssnesssnes 53

ANEXO A - Aprovacao do Comité de EtiCa ........cceeervermrierimssesesesessesesessesesaeas 56



13

INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas, os enxertos 6sseos vém ganhando espago como
meio de tratamento reconstrutivo na implantodontia e seqlelas cancerigenas, e
também, como coadjuvante na reabilitagdo oral, com o intuito de proporcionar maior
conforto, estética e eficiéncia mastigatéria aos pacientes. Todavia, a falta de
conhecimento no controle da infecgcdo desses enxertos tem sido um grande

problema no resultado estético-funcional.

O sucesso do procedimento de enxertia 6ssea depende de muitos fatores,
sendo o primeiro, a atividade biolégica do préprio enxerto, ou seja, 0 numero de
células vitais e seus produtos celulares, incluindo as proteinas de matriz extracelular.
O segundo fator, é a capacidade do enxerto de induzir uma resposta osteogénica
nos tecidos do leito receptor, e, o terceiro fator a ser considerado, seriam as
propriedades fisicas do enxerto que devem permitir a penetracdo de novos vasos a
partir dos tecidos do leito receptor, e, ainda, ter tamanho e estrutura que permitam a
fagocitose celular (Kahnberg, 2006). Em sintese, podemos afirmar que o sucesso
dos enxertos depende de uma série de eventos celulares, bioquimicos e
biomecanicos que seguem um padrao bastante previsivel. A incorporagdo do
enxerto ndo ocorrera se houver algum problema em um destes eventos ou na

sequUéncia da ocorréncia dos mesmos.

A utilizagcdo de antibidticos topicos associados a enxertos 6sseos é
largamente aplicada em odontologia, com o objetivo de minimizar a probabilidade de

infeccao.
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O efeito dos antibidticos sobre osteoblastos em cultura de células foi
avaliado em estudos prévios. Isefuku et al. (2001) demonstraram que ciprofloxacina
e rifanpicina inibem a proliferacdo de células similares a osteoblastos in vitro,
especialmente em altas concentragdes(1300ug/ml). Miclau et al. (1998) avaliaram os
efeitos da ciprofloxacina na proliferacdo das células osteosarcédmicas similares a
osteoblastos humanos (MG-63) in vitro, demonstrando que a ciprofloxacina inibe a
proliferacdo, sendo que a concentracdo dos antibidticos e o tempo de exposicao das
células também influenciaram nos resultados. Aos meios de cultura celular foram
adicionados antibiéticos nas seguintes concentragdes de ciprofloxacina: 0, 10, 100,
200, e 1000 ug/ml para estabelecer uma curva de dose-resposta inicial. A média
que contém a dose apropriada de ciprofloxacina foi alterada a cada 24 horas. O
numero de células e a incorporacéo de [3H] timidina por célula foi determinado em O,
24, e 72 horas. Uma segunda curva de dose-resposta foi realizada em
concentragbes de 0, 10, 20, 40, e 80 ug/ml. Trés experimentos, cada um, com
quatro observacodes, foram realizados. Os resultados deste estudo demonstraram
que a ciprofloxacina causou decréscimos significativos (p <0,05) no numero de
células em 40 microg / ml em 24 horas e 20 microg / ml em 72 horas. A
incorporacgao de [3H] timidina por célula diminuiu significativamente em niveis de 80
Mg/ml em 24 horas e 20 uyg/ml em 72 horas. Os autores concluiram que os niveis
locais de ciprofloxacina utilizados in vivo, inibem a proliferacdo de células humanas

semelhantes a oeteoblastos in vitro.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de trés
antibidticos, encontrados no mercado e comumente utilizados na pratica

odontoldgica no processo de enxertia 6ssea, em diferentes concentragoes e tempos
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de exposicao na proliferacéo e na diferenciacdo de osteoblastos de calvaria de ratos

em cultura de células.
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REVISAO DA LITERATURA

1.1 Tecido Osseo

O osso € um tecido conjuntivo especializado, ricamente vascularizado,
com uma intrinseca organizagao celular e responsavel pela maior parte do esqueleto

(Garg, 2001).

O tecido 6sseo € dividido, didaticamente, em osso cortical e medular
(Hing, 2004), e é revestido interna e externamente por membranas ricas em células
com caracteristicas fibroblasticas denominadas respectivamente de enddsteo e
peridosteo. A funcdo destas membranas relaciona-se a protecdo celular e a

manutencgao da vitalidade do tecido em questdo (Campos, 2007).

Os componentes celulares do tecido dsseo sdo: os osteoblastos, os

osteoclastos e os ostedcitos (Campos, 2007).

Segundo Kaabeche et al. (2005), os osteoblastos séo células formadoras
de osso que secretam uma matriz extracelular. Cristais de hidroxiapatita sdo entao

depositados na matriz para formar o osso.

Os osteoclastos sédo células multinucleadas (6 a 12 nucleos) formadas a
partir da fusdo de células osteoprogenitoras mononucleadas da linhagem dos
mondcitos/macréfagos; responsaveis pela reabsor¢cao 6ssea e sao encontrados em
depressdes da matriz 6ssea denominadas lacunas de Howship. Sao células
altamente polarizadas, cujos nucleos, agregam em uma posicdo mais distante da
area em que se dara o processo de reabsocdo. Devido ao seu tamanho e a
atividade metabdlica, um Uunico osteoclasto pode rebsorver a matriz 6ssea

depositada por 100 osteoblastos (Carvalho, 2005).
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Segundo Campos (2007), a atividade osteoclastica em osso intacto ocorre
por meio de estimulos recebidos pelo hormdnio para-tireoidiano, por prostaglandinas
e pela 1,25 dihidroxi-vitamina D3s. Sugere-se que o comportamento destas células
possa estar relacionado a atividade hormonal de outro tipo celular e que a célula

candidata seria o osteoblasto.

Para que os osteoblastos possam ativar a osteoclase deve ocorrer a
exposigao de minerais pelos osteoblastos ao produzirem colagenase e o ativador

tecidual do plaminogénio (Duplomb et al., 2007; Campos, 2007).

De acordo com Schwarzenberg (2000), depois de intensa produgao de
matri, os osteoblastos sao aprisionados pela mesma e transformam-se em
ostedcitos, posicionando-se em regides mais internas denominadas lacunas. Tais
células tém o poder de sintese bem reduzido, mas sao de alta relevancia para a
vitalidade 6ssea e sdo atuantes no processo de homeostase. Apds sua apoptose a
matriz do local é imediatamente reabsorvida, iniciando-se um novo ciclo de

remodelacao.

Stein et al. (1996) estudaram o controle da transcricdo do crescimento e
da diferenciacdo do osteoblasto e relataram sobre os fatores e mediadores

fisiolégicos que interferem na diferenciagdo dos mesmos:

TGF-B, inibe a expressdao de Cbfa-1, controlando o estado de

diferenciacao do osteoblasto (cultura).

FGF, atua precocemente na esqueletogénese; FGF-2 controla a

diferenciacao das células progenitoras mesenquimais em osteoblastos maduros.

GH, estimula o metabolismo 6sseo em criangas e adultos e aumenta o

numero e a atividade dos osteblastos
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Fatores de transcricdo regulam a atividade génica dos osteoblastos,
agindo diretamente nas interagdes DNA-proteinas ou proteinas - proteina. O fator
mais conhecido € o Cbfa-1,que regula a expressao de osteocalcina por osteoblastos

ja diferenciados.

BMPs (proteinas ésseas morfogenéticas) mostraram-se capazes de
regenerar tecido 6sseo e de induzir neoformacao éssea, tanto em animais quanto,

em seres humanos.

Um fator crucial nesse tipo de tratamento é a via de administracido. BMPs
e outros fatores de crescimento, de possivel interesse, sdo proteinas e, portanto,
necessitam de um veiculo para manterem-se como proteinas inativas durante um
certo tempo, apds a aplicagao no tecido. O veiculo ideal deve liberar as proteinas
por intervalos, para, entdo, ser degradado rapidamente, provocando o0 minimo

possivel de reagao tecidual (Kahnberg, 2006).

Silva & Mazzonetto (2006) avaliaram clinica e histologicamente o
comportamento da associagéo entre uma matriz é6ssea organica bovina (Gen-Oxri) e
uma proteina éssea morfogenética (BMP) derivada de embrido bovino (Gen-Prori).
Quando comparada com enxerto 6sseo autdégeno, em cirurgias para levantamento
bilateral de seio maxilar,0os autores observaram um padrao de neoformagao ossea
diferente com o osso autégeno, apresentando um aspecto mais organizado. Ao final
do estudo concluiram que, clinica e histologicamente, o padrdao de formagao éssea
das areas enxertadas, com a associagao de osso heterégeno bovino e proteina
O0ssea morfogenética bovina, apresenta um trabeculado 6sseo menos compacto e

menos organizado do que o osso autégeno.

A seguir, alguns estudos que avaliam o processo de regeneragao éssea.
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Schenk (1977) estudou a cicatrizacao de orificios 6sseos na cortical da
tibia de coelhos com perfuracdo de 0,1mm. A cicatrizacao, tanto no fémur,quanto na
tibia, se fez de forma centripeta. Inicialmente, a cavidade foi preenchida por tecido
de granulagdo, e, em seguida por proliferacdo éssea. Ao final de 12 semanas, a

regeneracao foi total.

Imazato et al. (2000), em cultura celular, compararam um material ja
utilizado na clinica odontoldgica, com outro modificado, contendo um agente
antimicrobiano a fim de melhorar sua performance clinica. Ambos demonstraram
padrao de toxicidade similar, embora tenham levado a redugédo de 40% na taxa de
proliferacdo celular em relagdo ao controle. Entretanto, apesar da toxicidade
observada, ndao se descartou a utilizagao clinica do novo material, uma vez que o
controle também demonstrara certo grau de citotoxicidade. Isto ocorreu devido ao
fato de ambos os materiais possuirem a mesma composicao quimica, exceto pela
presengca do agente antimicrobiano. Dessa maneira, a despeito da extrapolacao
limitada dos resultados obtidos in vitro para o sistema in vivo, os autores afirmam ser
importante estimar o grau de toxicidade do OBM (osso bovino misto), devido ao
efeito citotoxico do osso bovino GEN-OX® organico e inorganico, citando estudos em
animais que demonstraram a biocompatibilidade desses materiais. Foram realizados
estudos criando-se defeitos criticos na calvaria de ratos, os quais foram preenchidos
com os materiais de origem bovina GEN-OX®. Verificou-se a biocompatibilidade do
material, assim como seu poder osteocondutor, facilitando a regeneragcéo Ossea.
Trabalhos em subcutdneo de ratos confirmam a biocompatibilidade in vivo desses

materiais.

Garcia & Barbosa (2002) avaliaram a capacidade de regeneragédo Ossea

de um enxerto 6sseo desmineralizado e liofilizado de origem humana (DEMBONE®)
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em calvaria de coelhos. Nove coelhos foram utilizados, sendo preparadas duas
cavidades 6sseas em cada calvaria. As cavidades do lado esquerdo foram utilizadas
como controle e preenchidas apenas com sangue do animal. As cavidades do lado
direito foram preenchidas com o enxerto 6sseo. Os animais foram sacrificados nos
periodos pos-operatérios de 03, 07 e 15 semanas. A analise das amostras sob
microscopia Optica revelou que a neoformacao dssea foi favorecida no grupo de

estudo.

1.2 Antibidticos - Odontologia

Segundo Montgomery (2001), os antibiéticos devem ser téxicos para os
microorganismos invasores, mas nao devem possuir nenhum efeito sobre as células
do hospedeiro. O grau de toxicidade seletiva dos antibidticos € determinado

principalmente pelo seu mecanismo de acao, e este ocorre de duas maneiras:

a) o antibidtico bloqueia uma reagao vital ao microorganismo invasor, mas

nao ao hospedeiro, ou;

b) o antibiético bloqueia uma reacdo vital tanto para a bactéria, quanto
para o hospedeiro, sendo que os efeitos sdo sentidos em maior

quantidade no microorganismo.

De acordo com Duarte et al. (2003), o antibiético deve agir
exclusivamente sobre o agente etiolégico do quadro patolégico em questdo. Os
efeitos colaterais do uso de antibidticos ndo se restringem aqueles diretos sobre a
estrutura do hospedeiro, mas também sobre a microbiota anfibiéntica de cada
individuo, que é fundamental para um estado de equilibrio. Nas conclusbdes do

estudo, os referidos autores observam que:
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a) a terapéutica antibidtica é adjuvante no tratamento das infecgdes
odontogénicas, periodontal e endodédntica, ndo devendo em hipotese

alguma, ser utilizada como unica forma de tratamento;

b) o uso indiscriminado dos antibiéticos fez aumentar muito, o nimero de
espécies de microorganismos resistentes, sendo cada vez mais
importante limitar o uso dos antibidticos as situacbes em que seja

realmente indicado;

c) quando da escolha de um antibiético, € necessario considerarmos as
suas propriedades, visando o sucesso da antibioticoterapia e

diminuindo a possibilidade de ocorréncia de reagdes adversas;

d) quando diante de uma infecgdo que nao involui, o profissional deve
sempre considerar que possa ter ocorrido uma falha no tratamento
realizado, ndo devendo haver uma precipitacdo na troca de antibidtico,

como sendo esta, a causa de insucesso;

e) quando néo tiver certeza de qual antibidtico utilizar, procurar ajuda de
outros colegas de trabalho, antes de prescrever indiscriminadamente

um farmaco.

Os antibiéticos sao agrupados conforme o mecanismo de acgéo (Faco,

2006):

a) que atuam na membrana celular (Azodlicos, Nistatina, Polimixinas,
Anfotericina B). A ruptura da membrana celular ou a alteragdo na sua
permeabilidade resulta na inibicdo do crescimento ou morte da célula.
Como as diferencas entre as membranas celulares dos mamiferos e as

microbianas sdo sutis, os antibidticos que afetam estas estruturas,
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exibem pequena toxicidade seletiva, sendo destrutivos para as células

normais;

inibidores da sintese de proteinas (Aminoglicosideos, Cloranfenicol,
Clindamicina, Macrolideos, Tetraciclina). Isso ocorre através da ligagcéo
dos antibidticos aos ribossomos bacterianos. Geralmente, os
antibidticos que impedem a sintese das proteinas exibem atividade
bacteriostatica, sendo bactericida no caso de alta concentracdo de
aminoglicosideo ou eritromicina (a agado bactericida dos
aminoglicosideos pode estar relacionada a lise da membrana celular

mal formada por proteinas danificadas);

inibidores da sintese da parede celular (Penicilina, Bacitracina,
Vancomicina, Cefalosporina). Estes farmacos sao eficazes apenas
durante a fase do ciclo celular bacteriano em que esta sendo produzido
novo material da parede celular. Possuem toxicidade seletiva maxima,
pois as células dos mamiferos ndao possuem parede celular. A eficacia
dos antibidticos depende da sua atuacéo durante a formacao da célula
bacteriana e dos locais onde ha diferenga osmoética entre o meio e o
microorganismo, pois em seu interior ha hipertonicidade com ganho
constante de agua. Com a parede celular danificada ocorrera lise

dessa célula microbiana;

inibidores da sintese dos acidos nucléicos (Metronidazol, Rifampicina,
Fluorquinolonas). Causam alteragdes estruturais em toda célula
microbiana. As células normais dos mamiferos sdo inumeras vezes
menos sensiveis a ligagcao dos antibidticos as enzimas precursoras dos

acidos nucléicos;
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antimetabolismo (Sulfonamidas, Trimetropina). O antimetabdlico pode
ser definido como um substrato falso. Em virtude de sua semelhanca
com o substrato normal, compete pela ligagdo a uma enzima especifica
envolvida em determinada via metabdlica. Nao sendo funcional na

formacao do produto final, a via metabdlica é inibida.

Em suma, o tratamento com antibi6ticos depende de varios fatores, dentre

os quais destacam-se o hospedeiro, as bactérias e os farmacos.

Descricao técnica:

a)

b)

c)

Cloridrato de Lincomicina (Frademicina® é um agente antibiético da
classe das lincosamidas. E indicado no tratamento de infeccdes
graves causadas por bactérias aerdbias Gram-positivas, incluindo
estreptococos, estafilococos (inclusive estafilococos produtores de
penicilinase) e pneumococos. Nao ¢é ativa contra Streptococcus
faecalis, leveduras ou bactérias Gram-negativas, como N.

gonorrhoeae e H. influenzae, entre outros;

Rifamicina: Antibidtico semi-sintético produzido de Streptomyces
mediterranei. Tem um largo espectro antibacteriano, incluindo
atividade contra varias formas de Mycobacterium. Em organismos
suscetiveis, inibe a atividade da RNA polimerase dependente de DNA,
formando um complexo estavel com a enzima. Entdo, suprime a
iniciacao da sintese de RNA. A rifamicina & bactericida, e age tanto em

organismos intracelulares quanto extracelulares.

Tetraciclina: sdo inibidores especificos do ribossoma procariético

(bacteriano). Elas bloqueiam o receptor na subunidade 30S que se
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liga ao t-RNA durante a tradugdo génica. Como o ribossoma
eucariota das células humanas é substancialmente diferente, ndo &
afetado. A sintese de proteinas € portanto inibida na bactéria,
impedindo a replicagdo e levando a morte celular. A tetraciclina é
ativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, micoplasma,
clamidia, ricketsia e também contra tricomonas em simbiose com
bactérias. Esta demonstrada a resisténcia cruzada entre a tetraciclina
e seus varios derivados. O desenvolvimento de resisténcia por
patdgenos a tetraciclina durante a terapia ocorre apenas muito
lentamente, se ocorrer de forma completa. Ao que parece, a agcao das
substancias ativas desse produto possui efeito local, uma vez que elas
nao sao absorvidas através da pele em quantidade suficiente para

acgao sistémica.

d) Gentamicina: é um antibiético da classe dos aminoglicosideos,
produzido por um actinomiceto, a Micromonospora purpurea. Indicada
para septicemia, meningite purulenta, pielonefrite, otite, infec¢des
cutaneas, etc, causadas por Pseudomonas aeruginosas, Proteus,

Escherichia coli, Klesiella, Enterobacter, Serratia, Salmonella.

Seu mecanismo de agao consiste na inibicao da sintese protéica.

1.3 Efeitos dos Antibiticos sobre Osteoblastos em Cultura de Células

Neste item, aprensetam-se alguns estudos prévios que avaliaram o efeito

dos antibidticos sobre osteoblastos em cultura de células.



25

Naal et al. (2008) avaliaram os efeitos da clindamicina nos osteoblastos
humanos in vitro, Foram avaliados, apds antibiotico-terapia, osteoblastos coletados
derivados de osso humano trabelucar de quatro doadores saudaveis, com diferentes
concentragbes de clindamicina (0-500 ug/ml) em 24, 48 e 72 h. A proliferacéo
diminuiu significativamente com uma terapia dependente de dosagem e alcangou
3.5% das amostras do grupo controle com 500 ug/ml em 72 h. A atividade LDH nao
foi afetada em concentragdes inferiores, porém aumentou significativamente com
500 microg/ml em 48 e 72 h. A atividade de ALP aumentou significativamente com
10 microg/ml em 24 e 48 h e, entdo, diminuiu de forma dose- dependente com o
tempo. A calcificagdo aumentou com 10 e 25 pg/ml, enquanto diminuiu ou nao foi
achada calcificagdo em concentragdes de 50 microg/ml e superiores. Concluiu-se,
portanto que a clindamicina em concentragcoes baixas estimulou o metabolismo
celular dos osteoblastos humanos, e que niveis altos de clindamicina como o de 500
pg/ml teve efeito citotdxico. Os efeitos observados com altos niveis de clindamicina
nos osteoblastos humanos destacaram uma alteracdo potencial no metabolismo
6sseo in vivo e tém que ser levados em consideracdo na administracdo local de
antibidticos, como nos cementos 6sseos impregnados com clindamicina, aonde

esses niveis podem ser atingidos.

De acordo com Antoci et al. (2007), antibiéticos de uso tépico causam

toxicidade nas células esqueléticas in vitro.

Foram investigados os efeitos da dosagem e os tempos de tratamento
apos a exposicao a trés antibidticos usados comumente em ortopedia. Foi criado um
teto para toxicidade dos osteoblastos e condrécitos apds o tratamento com
ciprofloxacina, vancomicina ou tobramicina. Para testar esta hipotese, foi pesquisado

se o tratamento com antibidticos causava diferengas na morfologia celular. As
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células expostas a ciprofloxacina mostraram alteragdes consideraveis no esfregaco,
membrana celular e extensdes. Posteriormente, pesquisou-se qual a dosagem de
antibidtico causaria redugdes no numero de osteoblastos e condrécitos. Foi
constatado que a Ciprofloxacina numa dosagem maior que 100 ug/mL e a
vancomicina e a tobramicina em doses maiores que 2000 ug/mL diminuiram
gravemente a proliferacdo celular. Finalmente, foi pesquisado se as quedas
observadas nos numeros celulares foram resultantes de um aumento da toxicidade
celular ou senecéncia. Os resultados obtidos demonstraram que as taxas de
liberagao de deidrogenase de lactato foram aumentadas nos osteoblastos, sugerindo
que o balango entre os efeitos nos alvos microbicidas e toxicidade celular do
hospedeiro & critico para a sobrevivéncia das células esqueléticas e para o seu

funcionamento.

Gomes et al. (2007), avaliaram o efeito dos niveis terapéuticos da
doxiciclina e minociclina na proliferacdo e diferenciagao das células osteoblasticas
da medula 6ssea, observando o comportamento das células osteoblasticas
induzidas na medula 6ssea de humanos, com relagdo a proliferacido e atividade
funcional na presenca de concentracdes terapéuticas da doxiciclina e minociclina. A
primeira coleta de células osteoblasticas de medula 6ssea humana foi feita com 35
dias em condi¢cdes conhecidas pelo favorecimento da diferenciagao osteoblastica. A
doxiciclina (1-25 ug/ml) ou a minociclina (1-50 pg/ml) foram adicionadas
continuamente ao meio de cultura, duas vezes por semana. As culturas foram
caracterizadas em varios periodos de tempo para avaliagao da proliferacao celular e
funcionalidade. Os resultados mostraram que 1 ug/ml de ambos os niveis de
tetraciclina, tanto nivel representante do que foi retido no plasma, quanto o fluido

crevicular com a dosagem terapéutica padrdao, aumentaram significativamente a
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proliferacdo das células osteoblasticas da medula 6éssea humana, sem alterar os
seus fendtipos especificos e atividade funcional. A exposigdo prolongada a essas
TCs induziram um aumento significativo no niumero de células osteoblasticas ativas
que renderam uma quantidade proporcional de matriz normal mineralizada,
sugerindo que uma potencial aplicagdo terapéutica, alcanga o objetivo de aumentar
a formacéao 6ssea. A presencga de niveis mais altos desses agentes causou um efeito
deteriorante, dependente da dosagem sobre a cultura celular, retardando a

proliferacao celular e sua diferenciacao.

Duewelhenke et al. (2007) avaliaram a influéncia nas mitocondrias e a
citotoxicidade de diferentes antibiéticos administrados em altas concentracées nas
células osteoblasticas primarias e linhas celulares. Demostraram que as
osteomielites, osteites, espongiloses, artrite séptica e infecgdes de juntas protéticas
ainda representam as piores complicagdes da cirurgia ortopédica e da traumatologia.
Um tratamento bem sucedido requer, além de embasamento e sucesso cirurgico,
uma terapia antibidtica sistémica de longo periodo e com altas concentragdes locais
de 100 yg/ml ou acima desta dosagem. Neste estudo investigou-se o efeito de 20
antibiéticos nos osteoblastos humanos primarios (PHO), a linhagem de células do
osteosarcoma MG63 e a linha de células epiteliais HelLa. Altas concentragdes de
fluorquinolonas, macrolideos, clindamicina, clorofenicols, rifampicinas, tetraciclinas e
linezolideos durante 48h de incubagao inibiram a proliferagdo e a atividade
metabdlica, entretanto, os aminoglicosideos e inibidores da parede celular ndo o
fizeram. Vinte por cento das concentracdes inibitorias para a proliferacdo do PHO
foram determinadas como sendo de 20 a 40 ug/ml por macrolideos, clindamicina e
rifampicina, 60 a 80 pg/ml para clorofenicol, tetraciclina e fluorquinolonas, e 240

Mg/ml para o linezolideo.A proliferagcdo das linhas celulares eram sempre menos
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inibidas. Estabeleceu-se a medida de concentragcédo de lactato extracelular como um
indicador de glicosideos usando inibidores para a cadeia respiratéria (antimicina A,
rotenona e azida de sodio) e glicdlises (acido ideoacético) como compostos de
referéncia, considerando o aumento da inibicao da cadeia respiratoria e a diminuicéo
da inibigdo das glicélises, a produgao de lactatos foi diminuida. O mensuramento da
concentracdo do lactato extracelular revelou que as fluorquinolonas, macrolideos,
clindamicina, rifampicina, tetraciclinas e, especialmente, o clorofenicol e os
linezolideos prejudicaram a energia mitocondrial em concentragdes altas. Isto explica
parcialmente a inibicdo da atividade metabdlica e a proliferacdo nos experimentos

humanos.

Isefuku et al. (2001), em seu estudo sobre efeito toxico da rifampicina nas
células humanas similares a osteoblastos examinaram os efeitos da rifampicina nos
osteoblastos derivados de osso adulto in vitro. Osso esponjoso foi coletado durante
operagoes ortopédicas eletivas e mantido em um meio livre de antibiéticos. Foram
medidos o DNA total, a incorporagcdo de 3H-timidina e a fosfatase alcalina (ALP)
apoés o periodo de 4 dias, em média, contendo concentracbes de rifampicina
variando de 0 a 1000i/ml. O DNA total foi diminuido com concentracdes de 10 K/mi
nas culturas obtidas de quatro, dos cinco individuos, porém, essas diminuicdes
foram significativas nas culturas de apenas dois individuos. Na metodologia clinica,
as concentragdes plasmaticas da rifampicina comumente excedem 10 kg/ml apds
administragcdo sistémica. Este estudo mostrou que a rifampicina, nessas
concentracdes, pode inibir a proliferacdo de células osteoblasticas in vitro. Futuros
estudos devem ser realizados para avaliar se a rifampicina é prejudicial ao reparo

6sseo in vivo.
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Saad Neto et al. (1991) estudaram o reimplante imediato de incisivos de
ratos tratados com antibidticos(estudo histolégico) e concluiram que a solugao
antibiética ‘Rifocina M'75mg favorece a rapida proliferacdo de tecidos conjuntivo e

neoformacao éssea na area do ligamento periodontal.

Em estudo semelhante, Arcieri et al. (1996) concluiram que a ‘Rifocina
M’75mg nao desorganiza o coagulo sanguineo e favorece a proliferagdo conjuntiva e

a neoformagao 6ssea na area do ligamento periodontal, nos periodos iniciais.

Miclau et al. (1998) avaliaram efeitos da ciprofloxacina na proliferagdo das
células osteosarcoOmicas similares a osteoblastos humanos (MG-63) in vitro,
demonstrando que a ciprofloxacina inibe a proliferacido das células osteoblasticas.
Observaram, nestes estudo, que a concentracido dos antibidticos e o tempo de
exposicao das células aos meios de cultura com antibiéticos,também influenciaram
nos resultados. A viabilidade celular e a incorporacao de 3H-timedina por células
diminuiram significantemente com a ciprofloxina nas concentracées 100, 200 e
1000mg/ml. Com relagdo ao tempo nenhuma diminui¢do importante ocorreu em
nenhum dos parametros de avaliagdo em 24 horas, porém em 72 horas houve uma

diminuicao significativa em ambos os parametros.

Oliveira et al. (2002) avaliaram histolégica e bioquimicamente a resposta
celular e absorcdo da membrana obtida de osso cortical bovino desmineralizado,
impregnada ou n&o com tetraciclina, colocada em subcuténeo de ratos. Os periodos
analisados foram de 1, 3, 7, 15, 30 e 60 dias apds a colocagao do material, usando
um total de 120 animais. Os resultados histolégicos, para ambas membranas,
demonstraram uma resposta inflamatéria de moderada a intensa nos periodos
iniciais (1 e 3 dias); moderada, nos periodos de 7 e 15 dias, € uma diminuicdo nos

dois periodos finais (30 e 60 dias). A reabsor¢ao da membrana foi observada a partir
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de 15 dias pds-implantagdo, sendo que apos 60 dias, apenas resquicios foram
detectados em alguns animais. Os resultados da atividade enzimatica mostraram
diferengas entre os dois grupos nos periodos iniciais (1, 3 e sete dias), indicando
que a tetraciclina influenciou a resposta celular a membrana, modificando a atividade

das enzimas lisossomais.

Holton et al. (2000) demonstraram os efeitos inibitérios dos antibiéticos
quinolonas, trovafloxacina, ciprofloxacina e levofloxacina nas células osteoblasticas
in vitro. Todas as 3 quinolonas testadas inibiram o crescimento de células MC3T3-
E1, similares aos osteoblastos. O efeito inibitério foi mais evidente para a
trovafloxacina, com uma reducgao de 50% na viabilidade celular, verificado em baixa

concentragao da droga (0,5ug/ml) em 48 e 72 horas de exposicao.

Isefuku et al. (2001) demonstraram que ciprofloxacina e rifanpicina inibem
a proliferagao de células similares a osteoblastos in vitro, especialmente em altas

concentracdes.

Oliveira et al. (2002) concluiram que a tetraciclina estimula a proliferagao
osteoblastica e a neoformacgao 6ssea, além de aumentar a proliferagao e a atividade

de sintese protéica.

Smaha & Nicastri (2002) desenvolveram um modelo experimental em que
proporcionaram uma ressecgao 6ssea seguida de enxerto 6sseo autégeno e enxerto
0sseo heterégeno. Doze ratos Wistar com peso aproximado de 200g foram divididos
em quatro grupos. O primeiro grupo recebeu enxerto heterégeno e permaneceu 4
semanas sob observagdo. No segundo grupo, os ratos receberam enxerto ésseo
homologo e permaneceram 4 semanas sob observagao. O terceiro grupo, recebeu
enxerto heterélogo e o quarto grupo recebeu enxerto homélogo, sendo que ambos

permaneceram por 8 semanas sob observagao. Foi realizada incisao logo abaixo da
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cabeca de fémur, onde foi feito uma perfuragdo com uma broca cilindrica, para
colocagao do enxerto 6sseo, tanto no enxerto autégeno, quanto no heterégeno. Os
referidos autores constataram que mesmo com a diversidade e proveniéncia de
materiais: de origem autdégena, heteréloga ou sintética, foi propiciada uma
consolidagao éssea satisfatoria. Nao houve também, nenhum indice de rejeicdo em

todos os grupos.

Em outro trabalho, Isefuku et al. (2003), demonstraram a interferéncia da
gentamicina sobre a proliferagao celular. Este antibioético quando utilizado em altas
concentragdes, inibiu a proliferagcdo de células in vitro podendo ser prejudicial ao

processo de regeneracgao 6ssea.

O estudo teve como objetivo investigar o efeito toxico da gentamicina em
altas concentragcdes que podem ser alcangadas pela administracdo local no
tratamento da infeccdo o6ssea de células similares a osteoblastos humanos
derivadas de osso esponjoso. As células foram coletadas de quatro pacientes
adultos, sem doencas sistémicas, durante uma cirurgia de reposicdo de quadril, e
mantidas por 4 semanas sem antibidticos. O método utilizado foi o de cultura de
células na modificagdo de Dulbecco do meio essencial minimo de Eagle com
suplementos de 37°C em ar CO, As células em cultura foram expostas ao meio
contendo varias concentragdes de gentamicina (0-1000 ug/mL) por 4 dias. Foram
avaliadas a atividade de fosfatase alcalina, DNA total e a incorporacdo de 3H-
timidina. Os resultados obtidos foram que a atividade da fosfatase alcalina diminuiu
significativamente (p < 0.05) em todas as culturas com concentragdes de
gentamicina iguais ou superiores a 100 pg/mL. A incorporagao de 3H-timidina
também diminuiu (p < 0.05) em trés ou quatro culturas com concentragcées de 100

Mg/mL e superiores a esta. O DNA total foi diminuido significativamente (p < 0.05)
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com 700 ug/mL e acima desta. Os autores concluiram que a gentamicina em altas
concentracdes, como as alcangadas com o uso tépico, inibe a proliferacao celular in

vitro e, portanto, pode ser prejudicial ao processo de reparo in vivo.

Abla (2005) analisou o processo de reparo 6sseo em cavidades ésseas
experimentais realizadas em tibias de coelho, quando implantadas particulas de
enxerto 6sseo homogeno, tratadas com solugdo de tetraciclina. Os resultados
mostraram que nao houve, estatisticamente, diferengas significativas entre o grupo
controle, onde nao houve nenhuma implantagcéo, e o grupo tratado utilizando a
tetraciclina. O processo de reparo ocorreu de maneira similar em ambos os grupos.
Nado houve reabsor¢do completa dos fragmentos Osseos implantados,

permanecendo até o periodo estudado, de 30 dias pds-operatorio.

1.4 Efeitos Antibioticos sobre a Regeneracio Ossea: Estudos Clinicos e

Histolégicos

Kim et al. (2004) analisaram o efeito da alta concentragdo local de
antibidticos na osteoindugdo de osso desmineralizado em ratos. Foram usados
setenta e dois ratos com trés semanas de vida, pesando de 200g a 300g, divididos
em quatro grupos: grupo controle (grupo 1), grupo de impregnagao salina (grupo 2),
grupo de impregnagao com gentamicina (grupo 3) e grupo de impregnagdo com
tetraciclina (grupo 4). Os ratos foram mortos com 3, 8 e 12 semanas apds a cirurgia.
Amostras foram coradas com hematoxilina e eosina, e analisadas
histomorficamente. Os resultados revelaram diferengas significativas na formacgao
Ossea entre os grupos em todos os periodos de tempo. Comparando as diferengas
entre grupos em cada momento, houve maior neoformagao éssea no grupo 2, do

que no grupo 1, em 3 semanas; maior no grupo 3, do que no grupo 1; maior no
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grupo 2 que no grupo 4, em oito semanas; € maior no grupo 2, que nos outros
grupos em 12 semanas. Em termos de periodo de tempo, houve uma formagéao
Ossea significativa em 8 semanas durante o periodo de 3 e 8 semanas, e em 12

semanas durante o periodo de 3 e 12 semanas.

Os autores, de acordo com os resultados, sugerem que os materiais para
enxerto 6sseo tornam-se mais efetivos quando misturados com solucao salina para

regeneracao dos defeitos 6sseos.

Davis et al. (2003) investigaram o efeito da irrigagdo com doxiciclina
(tetraciclina de 32 geragao) na cicatrizagado de ferimentos e selamento apical de trés
materiais de preenchimento. Foram extraidos 220 dentes de coelhos que receberam
tratamento endodédntico seguido pela resseccao radicular (2 mm) e preparo com
ultrassom do final radicular (3 mm). Grupos de 20, foram irrigados com solugao
salina, acido citrico ou doxiciclina e preenchidos com amalgama, super EBA ou

MTA. O Vazamento foi medido (mm) apds a descalcificagao e limpeza.

Um defeito foi irrigado com solugao salina e o outro com acido citrico ou
doxiciclina. Os animais foram mortos em grupos de 5 com 9 e 18 dias. Foram
coradas seccbes de cada defeito com hematoxilina e eosina para avaliacdo da
cicatrizacido 6ssea e preenchimento 6sseo. O vazamento com super EBA e MTA foi
significativamente menor que com amalgama, independente da irrigacdo. Nao houve
diferengca do vazamento apds a irrigagdo com doxiciclina comparado com o acido
citrico ou solugao salina do super EBA ou MTA, mas foi menor que com amalgama.
Nao houve diferenga significativa na cicatrizagcdo 6ssea ou preenchimento 6sseo

entre os irrigantes com 9 ou 18 dias.

Alkan et al. (2002) tiveram como objetivo desenvolver uma técnica

histomorfométrica supervisionada por computador para quantificar o tamanho da
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regeneragao Ossea dentre os defeitos experimentais em diabéticos, ja que a
cicatrizagdo 6ssea € prejudicada com o quadro de diabetes mellitus, particulamente

devido ao aumento de colageno.

Este estudo examinou os efeitos sistémicos da administracdo da
doxiciclina na cicatrizacao de defeitos dsseos na tibia em ratos albinos saudaveis e
em ratos induzidos a diabetes. Vinte ratos fémeas albinos foram divididos em quatro
grupos: diabéticos, diabéticos com doxiciclina(tetracilclina de 3%gerag¢éo), controle ou
controle com doxiciclina. Os defeitos Osseos padronizados foram examinados
histomorfometricamente em 10 e 30 dias apds a cirurgia. A analise do total da
neoformacao éssea foi executada com o programa de analise Zeiss Vision KS 400

(Kontron Elektron GmbH, Eching, Alemanha).

Em 10 dias de cicatrizagdo, o grupo diabético exibiu uma cicatrizagao
inferior ao grupo controle, em termos de quantidade de formacgédo éssea entre os
defeitos. Entretanto, o efeito da administragdo da doxiciclina nos grupos de
diabéticos e controle nao foi estatisticamente diferente. Com 30 dias de cicatrizacao,
nao houve diferenga estatistica significativa com relagcdo a quantidade de osso

recém-formado em nenhum dos grupos.

Concluiu-se que a administracdo da doxiciclina n&o proporcionou
alteracao significativa na quantidade de osso recém- formado durante a cicatrizagao

de defeitos ésseos no grupo controle e de diabéticos.
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PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da tetraciclina, rifamicina e
cloridrato de lincomicina em diferentes concentracbes e tempos de exposicdo na

proliferacao e diferenciagao de osteoblastos derivados de calvaria de ratos Wistar.
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MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo CEEA do CPO Séao Leopoldo

Mandic sob o nimero 061325.

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 10 ratos Wistar recém-
nascidos, sacrificados de 2 a 4 dias apds o nascimento, em cada um dos

experimentos, que foram realizados em duplicata.

Figura 1 - Ratos wistar recém-nacidos 2 a 4 dias

1.5 Procedimentos

As células de fragmentos de calvarias de ratos foram isoladas por
digestdo enzimatica sequencial, com solugéo de tripsina e colagenase (Gibco, Séo

Paulo-SP Brasil), seguindo o protocolo cedido pelo Dr. Paulo Tabasco de Oliveira.
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Protocolo para obtencao das calvarias de ratos:

Figura 2 - Calvaria de rato Wistar

Foram preparadas duas solugdes: solugédo 1 e solugdo 2, um dia antes do

experimento e armazenadas em geladeira.

Solugédo 1: 396 ml tampao fosfato salino (PBS- Sigma, Sao Paulo-SP, BR)

adicionados a 10% (50mg/ml)

Solugédo 2: 180ml PBS adicionados a 2ml de gentamicina mais 18 ml MEN

(Ivitrogen Carlsbad, Miami, EUA).

Os ratos wistar recém-nascidos foram decaptados entre 2 e 4 dias de
vida, num total de 10 animais por experimento. Para tanto, foi realizado o

embrocamento com povidine, divulsionada a pele e removida a calvaria.

As calvarias foram lavadas na solugédo 1 e imediatamente depois na

solugdo 2. Estas solugdes foram mantidas numa temperatura de 4°C.
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As calvarias foram entao colocadas em 10ml da solugéo 03, sob agitacao,
numa temperatura de 37°C durante 05 minutos. A partir desse momento trabalhou-

se sempre em fluxo laminar. O sobrenadante foi desprezado.

A solugdo 03 foi preparada com 37,5ml de tripsina 0,25%+ 0,0375g

colagenase tipo I, e mantida sob refrigeracédo a 3°C, para nao perder o efeito.

Apds os procedimentos supra-citados, as calvarias foram colocadas na

solugéo 03 e agitadas por 15 minutos ha uma temperatura de 37°C.

Colocou- se 1ml de PBS nas calvarias, que foram cortadas com tesoura
de ponta romba em pequenos fragmentos. O sobrenadante foi removido e
peletizado. Rapidamente coletou-se 1 ml que foi adicionado aos 10ml da solucéo 03

para peletizar tudo.

Enquanto aguardava-se a formacao do pellet, foram colocados 10ml da
solugédo 3 nas calvarias e mantidas sob agitacdo a temperatura de 37°C durante 25

minutos.

Do material peletizado, foi retirado o sobrenadante e colocado 5 ml da

solucao 04, até a ressuspensao e formacao do pellet.

A solugdo 04 foi composta de: 360ml de MEM, 4ml de gentamicina
(Sigma, Sao Paulo-SP,BR) 36ml de SFB e 4ml de glicerolfosfato (Sigma, Sao Paulo-
SP,Brasil) mais acido ascoérbico (Sigma, S&o Paulo-SP,BR) (10ml de agua

deionizada: 5mg acido ascorbico +2,16g de glicerofosfato).

Retirou- se o sobrenadante, e 0 mesmo foi ressuspendido em 2,5ml da
solugdo 04. Deixou-se entdo em gelo 4°C para formar o pellet. Ressuspendeu- se
em 5ml da solucédo 04 e formou- se o pellet novamente. Ressuspendeu- se em 5ml

da solucao 04 e retirou-se 2,5 ml.
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Juntou-se 2,5ml com a solugdo que estava em gelo, e a solugéo foi

homogeinizada e filtrada em poros de 25mm de diametro.

A contagem celular foi realizada com 100ml do meio de cultura mais
100ml de azul de tripan colocadas na Camara de Newbauer e contadas em 09

quadrados.

As células colocadas em placas de 24 pocos, na densidade de 2x10*
células/pogo, cultivadas por periodos de até sete dias em meio essencial minimo,
modificagdo a, com L-glutamina (a- MEM Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen), 7 mM de B-glicerofosfato
(Sigma, St Louis, MO, EUA), 5 ug/L de acido ascorbico (Sigma) a 37°C em

incubadora contendo 5% de. CO,

O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias e a progressao da cultura

avaliada por microscopia de fase.

Figura 3 - Células fixadas em laminulas de vidro 12mm com
paraformaldeido a 4% apds sete dias de crescimento (grupo
controle).
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Apods 24 horas, 72 horas e sete dias, a proliferacdo celular foi avaliada,
por meio de contagem de células viaveis e nao viaveis, em Camara de Neubauer,

por dois avaliadores.
As drogas foram adicionadas em ftriplicata nas seguintes concentragoes:
a) Tetraciclina a 30, 60 e 80 pg/ml (EMS);
b) Rifamicina(Rifocina®) a 12,5, 25 e 50 ug/ml (Merrell Lepetit);

c) Cloridrato de Lincomicina (Frademicina® a 0,75 102, 0,375 e 0,75 ug/ml

(Pfizer);

A gentamicina 0,1 mg/mL (Gibco) foi empregada como droga controle

positivo.

1.6 Imunofluorescéncia

A expressao de osteonectina, osteopontina, osteocalcina e fosfatase

alcalina foi avaliada por imunofluorescéncia.

Para tanto, as células foram plaqueadas em laminulas de vidro de 12 mm,
e fixadas em paraformaldeido a 4% em tampao fosfato a 0,1 M, pH 7,2 (PB), por 10

minutos a temperatura ambiente

A permeabilizagao foi feita com solugao de Triton X-100 a 0,5% em PB
por 10 minutos, seguida de bloqueio com leite desnatado a 5% em PB por 30
minutos. Anticorpos primarios para osteopontina, osteonectina, fosfatase alcalina e
osteocalcina (Gentilmente doados pelo Dr. Larry Fisher) foram utilizados, seguidos

de incubacdo com anticorpo secundario conjugado com fluoréforo Alexa Fluor 594
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(fluorescéncia vermelha; 1:200, Molecular Probes) em mesma solucado de faloidina

conjugada com Alexa Fluor 488 (fluorescéncia verde; 1:200, Molecular Probes).

Todas as incubagdes dos anticorpos foram feitas em atmosfera umida por
60 minutos em temperatura ambiente. Entre cada incubacido, as amostras foram

lavadas trés vezes (cinco minutos cada) em PB.

Antes da montagem para observagao microscopica, as amostras foram
lavadas rapidamente com agua destilada e os nucleos celulares foram marcados

com DAPI (Molecular Probes) a 300nm por cinco minutos.

As laminulas foram montadas diretamente em laminas de vidro com meio
de montagem anti-fade (Vectashield, Vector Labs, EUA) e examinadas utilizando

microscopio de fluorescéncia acoplado a uma camara digital.

As imagens adquiridas foram analisadas com o programa Axio Vision (4)
(Zeiss, Gottingen, Germany) quanto a intensidade de expressdo das diferentes

proteinas nos diferentes grupos.

Os resultados representativos de trés culturas primarias distintas foram

considerados neste estudo.

1.7 Analise Estatistica

O Programa STATISTICA 6.0 - Stat Soft Inc; Tulsa, OK, EUA - foi utilizado
para todas as analises. A significancia estatistica foi considerada para niveis de p <

0,05.

Para validagdo da contagem realizada pelos diferentes avaliadores do

testes de proliferagao, utilizou-se um Teste t (p>0.05) para amostras pareadas. Nao
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foram observadas diferengas estatisticas significantes entre os avaliadores,

possibilitando a utilizagdo das médias das contagens em todas as analises.

O teste de Levene nao indicou homogeneidade das varidncias para a
maioria das variaveis, portanto, testes nao-paramétricos foram empregados para

analise das diferencas intra e inter-grupos.

O teste de Kruskal-Wallis ANOVA foi empregado e havendo diferenga
significativa entre os grupos ou intra-grupos, aplicou-se o teste de Mann Whitney
para verificagao da diferenca entre os grupos dois a dois, como poderemos observar

nos resultados a seguir.
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RESULTADOS

1.8 Comparagoes entre as Diferentes Concentragoes de Tetraciclina

A tetraciclina na maior concentragdo (80 upg/mL) induziu uma menor
proliferagcdo que na concentragao intermediaria (60 ug/mL), nas analises de 24 e 72
horas e sete dias (p< 0.05). Na concentracdo intermediaria também houve maior

proliferacédo celular que na menor concentragéo (30 ug/mL) em sete dias (p = 0.05).

A tetraciclina nas trés doses induziu menor proliferacdo celular que a

droga controle na analise de 72 horas e sete dias (p = 0.05).
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Grafico 1 - Efeito da tetraciclina na proliferagao celular

T Barra de erro

T1 Tetraciclina 30ug/mi
T2 Tetraciclina 60ug/mli
T3 Tetraciclina 80ug/mli
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1.9 Comparagoes entre as Diferentes Concentragoes de Rifamicina

Em 24 horas, com a maior concentragdo (50 pg/mL) de rifamicina
observou-se maior proliferagéo celular do que com a menor (12,5 ug/mL) p = 0.05.
No dia sete, aumentando-se a concentragdo da droga, observou-se um aumento
significante da proliferagcao celular. Mas também um aumento do numero de células
nao-viaveis.

Com a rifamicina, nas trés concentragcbes observou-se um maior numero
de células viaveis em 24 horas do que com a droga controle, enquanto que com a
droga controle um maior numero de células viaveis foi observado em 72 horas do

que com as trés concentragdes da rifamicina (p = 0.05).
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1.10 Comparacoes entre as Diferentes Concentragoes de Cloridrato de

Lincomicina(Frademicina®)

Em 24 horas, observou-se maior proliferacido celular e também mais
células ndo-vidveis com a menor concentracdo da droga (0,75 102 ug/ml) do que
com a maior (0,75 ug/ml) (p = 0.05). Em 72 horas, efeito oposto foi observado, ou
seja, a maior proliferagao foi constatada com a maior concentragao do cloridrato de
lincomicina (p = 0.05). Aos sete dias, houve um maior proliferagao celular quanto

maior a concentragao da droga (p = 0.05).

Comparando-se o cloridrato de lincomicina com a droga controle, maior
proliferacdo foi observada em 24 horas com a droga na menor concentragao (p =
0.05). No entanto, houve uma tendéncia de maior proliferagdo com a droga controle

em sete dias (p = 0.08).
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Grafico 3 - Efeito do cloridrato de lincomicina (frademicina®) na proliferagéao celular

T Barra de erro

F1 Frademicina® -0.75x10-2 ug/mL
F2 Frademicina® -0.375ug/mL

F3 Frademicina® - 0.75ug/MI
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1.11 Comparacgoes entre as Diferentes Drogas
O grafico 4 ilustra o resultado da comparagao entre as drogas.

Comparando-se a tetraciclina com a rifamicina, uma maior proliferagao foi
observada para a rifamicina (significancias estatisticas indicadas na grafico 4), com
excecgao da tetraciclina nas concentragbes de 60ug/mL (em 72 horas e sete dias) e
30ug/mL (em todos os periodos) que resultaram numa maior proliferagdo que a

menor dose de rifamicina (12ug/mL) (p < 0.05).

Quando a tetraciclina foi comparada com o cloridrato de lincomicina, uma
menor proliferagao celular foi constatada para a tetraciclina (p < 0.05) em 72 horas e
em todas as concentacoes de tetracilclina, quando comparadas a todas as

concentracdes de cloridrato de lincomicina.

Comparando-se o cloridrato de lincomicina com a rifamicina, a primeira
droga promoveu maior proliferagao celular contrastando-se todas as concentragdes
das duas drogas (p < 0.05), com excegao da concentragcdo maxima do cloridrato de
lincomicina versus intermediaria e maxima da rifocina que promoveu menor

proliferagcdes em 24 horas (p < 0.05).
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Grafico 4 - Efeito da tetraciclina, rifamicina e frademicina® na proliferagao

celular(células viaveis).

T Barra de erro

T1 Tetraciclina 30pug/ml R1 Rifamicina 12pg/ml F1 Frademicina® -0.75x10-2 u
T2 Tetraciclina 60ug/ml R2 Rifamicina 25ug/ml F2 Frademicina® -0.375ug/mL
T3 Tetraciclina 80ug/ml R3 Rifamicina 50ug/ml F3 Frademicina® - 0.75ug/MI
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Grafico 5 - Efeito da tetraciclina, rifamicina e frademicina® na proliferagao

celular(céluas viaveis e inviaveis).

T Barra de erro

T1 Tetraciclina 30pug/ml R1 Rifamicina 12pg/ml F1 Frademicina® -0.75x10-2 u
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Independente da droga e dose, as células expressaram osteonectina,
osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina.

Prancha com fluorescéncia: marcadores utilizados: LF32, LF52, LF124 e

boni(fosfatase alcalina) para a imunofluorescéncia.

Figura 4 - A) Imunofluorescéncia em placa do grupo controle analisado com sete dias. O
marcador utilizado foi o LF 52 combinado; B) Imunofluorescéncia em placa do
grupo controle analisado com sete dias.O marcador de nucleo celular utilizado
foi a fosfatase alcalina; C) Imunofluorescéncia em placa do grupo das rifamicinas
analisado com sete dias de cultura. O marcador utilizado foi o LF 32; D)
Imunofluorescéncia em placa no grupo do cloridrato de lincomicina analisado
com sete dias de cultura. O marcador utilizado foi o LF 32; E)
Imunofluorescéncia em placa no grupo das tetraciclinas analisado com sete dias
de cultura. O marcador de nucleo celular utilizado foi LF 52
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DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a concentracdo dos antibiéticos e o
tempo de exposicao influenciam a proliferacdo e a viabilidade celular, mas nao a
diferenciagao celular. Primeiramente, o cloridrato de lincomicina foi a droga que
induziu uma maior proliferacdo celular em qualquer dos periodos; a rifamicina, na
concentragdo maior, foi a droga que induziu a segunda maior proliferagéao celular e a
tetraciclina induziu as menores proliferagées. Um segundo ponto importante, foi que
tanto o cloridrato de lincomicina quanto a rifamicina, em sete dias, induziram maior
proliferacdo, quanto maior fosse a concentragao das drogas. Terceiro, a gentamicina
empregada como controle induziu menor proliferagéo que o cloridrato de lincomicina
e rifamicina em 24 horas, entretanto, em 72 horas, induziu maior proliferacdo que a
rifamicina. Quarto, nenhuma das drogas ou doses resultaram em diferenciagao

celular.

Neste estudo, o cloridrato de lincomicina, na menor concentragéo (0,75
102 mg/ml), apresentou menor citotoxicidade em 24 horas, pois uma maior
proliferagdo celular foi observada. A rifamicina, na maior concentragao (50mg/mil),
apresentou menor citotoxidade em todos os periodos, enquanto a tetraciclina, na
concentracdo intermediaria, apresentou menor citotoxidade em 24h e sete dias;
sendo que em 72h, uma proliferacdo das células osteogénicas foi observada com a
concentragdo mais elevada desta droga, o que demonstra que para uma
determinada droga, uma concentragdo maior, pode ser menos citotéxica do que para
outra droga, indicando um resultado inversamente proporcional, dependendo da

concentracio e do antibidtico utilizado.



50

Sobre a tetraciclina, Puramen (1966) em seu estudo em coelhos e Zaman
et al. (1999) em estudo em humanos afirmaram que esta droga tem a capacidade de
incorporar-se definitivamente ao osso neoformado no periodo em que estiver em
circulagdo. Afirmagdes semelhantes sao encontradas no estudo realizado por

Oliveira et al. (2002).

Ainda sobre a tetraciclina, Gomes et al. (2007) demonstraram que 1 ug/mli
de doxiciclina (1-25 ug/ml) ou a minociclina (1-50 pg/ml),ambas tetraciclinas, que o
nivel atingido no plasma e fluido crevicular com a dosagem terapéutica padrao,
aumentou significativamente a proliferagdo das células osteoblasticas da medula
6ssea humana sem alterar os seus fenotipos especificos e atividade funcional. A
exposi¢cao prolongada a essas tetraciclinas (TCs), induziu um aumento significativo
no numero de células osteoblasticas ativas que renderam uma quantidade
proporcional de matriz normal mineralizada, sugerindo que uma aplicagéo
potencializada na terapéutica, aumenta a formacédo d6ssea. A presenga de niveis
mais altos desses agentes levou a um efeito deteriorante, dependente de dosagem,

sobre a cultura celular, retardando a proliferacéo celular e sua diferenciacao.

Nos resultados da presente pesquisa, observacdo semelhante aos
experimentos acima citados, foi alcangada, pois, quando houve variacdo da

concentragao da droga a citotoxidade também variou com a tetraciclina.

De acordo com os resultados da presente pesquisa realizada, a rifamicina
foi a unica droga que na maior concentracdo apresentou menor citotoxidade em

todos os periodos, pois as demais drogas variaram de acordo com a concentragao.

Sobre a rifamicina Saad Neto et al. (1991) e Arcieri et al. (1996),
concluiram em seus estudos que a rifamicina favorece a rapida proliferagao

conjuntiva e a neoformagéo 6ssea na area do ligamento periodontal. Por outro lado,
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em 2001, Isefuku et al. demonstraram que a ciprofloxacina e a rifamicina inibem a
proliferacdo de células similares a osteoblastos in vitro, especialmente em altas

concentracdes

A gentamicina foi a droga de escolha para o grupo controle positivo, pois
essa é a droga padr&o utilizada pela maioria dos pesquisadores. E importante relatar
ainda, que a nao utilizacdo de uma droga no grupo controle inviabilizaria o estudo,

pois favorecia a formagao de fungos nas amostra.

No presente estudo, observou-se que a gentamicina, empregada como
controle na concentragdo padrao foi uma das droga mais citotoxicas. O estudo
realizado por lIsefuku et al. (2003) demonstraram que a gentamicina, quando
utilizada em altas concentracdes, inibe a proliferacdo de células in vitro, podendo ser

prejudicial ao processo de proliferagdo osteoblastica e neoformacgao dssea.

Neste estudo, a proliferagdo foi observada quando a gentamicina,
tetraciclina, rifamicina e cloridrato de lincomicina foram empregados. Independente
do tipo da droga utilizada e da dose ministrada, as células expressaram

osteonectina, osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina.

Em sintese, observou-se que o cloridrato de lincomicina foi a droga
menos citotdxica nas concentragdes testadas, seguida da rifamicina e da tetraciclina.
A gentamicina utilizada como a droga do grupo controle também apresentou

citotoxidade. Nenhuma das drogas provocou diferenciagao celular.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que o cloridrato de lincomicina induziu maior proliferacao
celular nas concentragcbes testadas, seguida da rifamicina e da tetraciclina,
independente do tempo de exposigdo as drogas. Nenhuma das drogas induziru

diferenciagao celular.
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