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REsumo

O objetivo destetrabalho foi avaliar o potencial dasfosfatases &cidas como biomarcadores darespostatecidua aoimplante
de osso medular inorganico bovino. Capsul as de col &geno foram utilizadas como carreadores de particul as macro (1000
a2000 pm) e microgranulares (200 a600 pum) eimplantados em subcutaneo de 60 ratos Wistar, divididos al eatoriamente
em 3 grupos: Grupo | (capsula de colégeno vazia), Grupo Il (macrogranular) e Grupo |11 (microgranular). Decorridos
10, 20, 30 e 60 dias pos-cirlrgico, os animais foram mortos para a remog&o do tecido reacional de onde se obteve o
extrato. As atividades especificas (AE) das fosfatases &cidas total (FAT), lisossomal (FAL) e ade baixo peso (FABMTr)
foram realizadas no pH 5,0 utilizando o p-nitrofenilfosfato como substrato, na presenca de inibidores especificos para
cada enzima; a atividade tirosina (Tyr-P) fosfatase foi obtida nas mesmas condig¢des utilizando a tirosina fosfato como
substrato. No Grupo | observou-se que a atividade da FAT e FAL nao variaram significativamente ao longo dos periodos
experimentais, entretanto ambas as enzimas apresentaram atividades significativamente maior (p<0,05) no grupo |1 que
no grupo |11 namaioriados periodos avaliados. A FABMr no grupo | foi menor (p<0,001) que nos grupos|| (aos 10 e 30
dias) elll (aos 10 dias), mas nos periodos de 20 e 60 diasa FABMr foi maior (p<0,001). A Tyr-P detectada nos periodos
de 20 e 60 dias era cerca de 18 vezes maior que aos 10 e 30 dias. Concluiu-se que a atividade da fosfatase &cida total,
e suas isoformas FAL, FABMr e Tyr-P é significativamente modulada durante a resposta tecidual ao implante de osso
medular inorganico bovino, tanto em fungéo do periodo como do tamanho da particula.
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INTRODUCAO

Diversos processos fisiol 6gicos e patol gicos po-
dem ser monitorados através de marcadores biol 6gicos
ou, em outras palavras, biomarcadores®. Processos
envolvendo a degradac@o ou remodelacéo tecidual
freqUentemente estdo associados a atividade de li-
S0SSOMOS, 0S quiai s contém 40 ou mai's enzimas como
fosfatase acida, arilsulfatase, 3-hexosaminidase e pro-
teases. Fosfatases s80 enzimas que estéo largamente
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distribuidas na natureza e podem ser encontradas em
muitas espécies animais e vegetais's.

As fosfatases e enzimas lisossomais tém sido
avaliadas como marcadores biolégicos em diversas
doencas*®* como alteragdo dos niveis de reabsorcéo
Ossea’, artrite reumatoide', cancer cervical’?, entre
outras, e também como ferramenta para se conhecer
mel hor os mecanismos celulares e moleculares envol-
vidos na resposta a implantacdo de biomateriais sgja
através de métodos de imunohistoquimicos® ou de
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dosagem daatividade fosfatase nostecidosreacionais
adjacentes ao material implantado em complemento
a andlise histomorfométrica'41"°,

Com o intuito de compreender melhor as alte-
ragdes moleculares envolvidas na resposta tecidual
a xenoenxertos determinou-se o perfil da fosfatase
&cidatotal e de duasisoformas, bem como datirosina
fosfatase, avaliando seu potencial uso como biomar-
cadores teciduais. A hip6tese positiva deste estudo é
gue o perfil dasfosfatases sejadistinto em funcéo dos
materials testados.

MATERIAL E METODO
Material

O 0sso medular bovino inorganico (0,1g), macro
(1000 a 2000 pm) e microgranular (200 a 600 pm),
desproteinizado a 100 °C (Gen-Ox®, Baumer S. A.,
Mogi Mirim, S&o Paulo, Brasil; MSn® 103.455.00001)
foi acondicionado em capsulade colageno no 3 trans-
parente (Farmacapsula S. A., Manizales, Coldmbia).
O 0ss0 bovino é submetido a tratamentos mecénicos
equimicos paraaremocao de tecidos moles, gorduras
ecélulase, em seguida, submetido asinterizacdo para
remocao da porcao protéica.

Preparo dos animais e procedimentos cir Gr gicos

A pesguisafoi realizada segundo as normas reco-
mendadas pel o Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA), sendo que o trabalho foi aprovado
pelo Conselho Comité de Eticaem pesquisaanimal da
Faculdade de Odontologia de Bauru - Universidade
de S&o Paulo.

Um total de 60 ratos com aproximadamente 200g
de peso, abinos dalinhagem Wistar (Rattus norvegi-
cus), adultos machos, foram divididos em 3 grupos:
Grupo | — Controle (cdpsula de colageno vazia),
Grupo Il — osso medular bovino inorganico macro-
granular (capsula de coldgeno contendo 0,1g do ma-
terial) e Grupo I 11 - osso medular bovino inorgénico
microgranular (capsulade colageno contendo 0,1g do
material). Naregido dorsal dosanimais, seguindo ali-
nhasagital, foram realizadas atricotomiae anti-sepsia
com gaze embebidaem dlcool iodado. Apdsanestesia
em ambiente saturado com éter etilico foi realizada
umaincisao retae divul sdo do tecido subcuténeo para
estabel ecimento de umalojacirirgicaonde acapsula
contendo o material (capsulavaziano grupo controle)
foi implantada. L ogo apds aimplantacéo procedeu-se
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asuturadescontinua seguida pel aanti-sepsiacom gaze
embebida em solucéo de dcool iodado. Durante todo
0 periodo experimental 0s animais receberam dieta
normal ad libitum composta de racéo e agua.

Decorridos os periodos experimentais de 10, 20,
30 e 60 dias, os animais foram anestesiados com éter
etilico (como descrito anteriormente) e em seguida
mortos por deslocamento cervical. Por apalpacdo, uma
peguena peca naregido dorsal, contendo os materiais
e 0s tecidos circunjacentes, foi localizada, removida
e imediatamente congelada a -20°C até a realizacédo
das dosagens enziméticas.

Determinacéo da Atividade Enzimética

A pecadepoisfoi descongelada, homogeneizada
em tampao acetato 0,1 M, pH 5, contendo &acido eti-
lenodiaminotetracético (EDTA) e B-mercaptoetanol 1
mM e centrifugadaa 20.000 rpm durante 30 minutos.
O sobrenadante constituiu o extrato que foi utilizado
para a quantificacdo de proteina segundo Hartree9
(1972). Resumidamente, a reagdo foi iniciada pela
adicdo de 2,0 mL do Reagente C a0,2 mL daamostra.
Apbs 10 min, adicionamos 0,2 mL do Reagente de
Folin(1:1). A leituradaabsorbanciafoi realizadaa 660
nm apés 30 min de esperaatemperaturaambiente (es-
pectrofotdmetro Ultrospec |1, Pharmacia). A albumina
de soro bovino (BSA) foi utilizada como padréo.

As atividades da fosfatase &cida total (FAT),
fosfatase &cida lisossomal (FAL), fosfatase de baixa
massa molecular relativa (FABMr) e fosfotirosina
proteina fosfatase (Tyr-P) foram determinadas atra-
vés da inibigdo diferencial por tartarato, fluoreto, e
p-hidroximercuribenzoato (pHMB), como descrito
anteriormente*”8, As atividades de todas as enzimas
descritas acima foram feitas em triplicata.

A aividade da fosfatase écida total (FAT) foi de-
terminadaem um volumefinal de 1,0 mL. A reacdo foi
iniciada pela adicéo de 0,05 mL do extrato aum meio
contendo 100 mM detamp&o acetato desadio, pH 5,0e
5mM do substrato pNPP (p-nitrofenil fosfato). A para-
lisagcéo ocorreu pelaadicdo de 1,0 mL deNaOH 1,0 M,
apos incubacdo por 10 minutos a 37°C. Nos controles
aenzima foi adicionada ap6s o NaOH. A medida da
absorcéo foi feitaa405nm, € =18000 M-1 cm-1.

A atividade dafosfatase écidalisossomal (FAL) foi
determinadacomo descrito acima, exceto pelaadicéo de
p-hidroximercuribenzoato (pHMB) 1 mM, um potente
inibidor dafosfatase &cidade baixamassamolecular re-
lativa(FABMT). A frac8o daatividadefosfatase inibida
pelo pHMB corresponde a atividade da FABMr.
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A atividade tirosina fosfatase (Tyr-P) foi deter-
minada nas mesmas condi¢bes descritas acima, pelo
método direto, exceto pela utilizagdo da tirosina
fosfato (5 mM) como substrato e pela presenca de 10
mM de NaF e tartarato (inibidores da fosfatase &cida
lisossomal). O produto formado (tirosina) foi quan-
tificado através da leitura da absorbancia em 293 nm
(e=2.411 M-1 cm-1)7.

Uma unidade de atividade enzimética (UE) é
definida como a quantidade de enzima necessaria
para produzir 1 pmol de produto por minuto, sendo
expressa como unidade de atividade enzimatica por
miligrama de proteina (AE=UE/mg).

A partir do extrato dos tecidos de cinco animais
foram realizadas as dosagens enziméticas em tripli-
cata. A média e desvios padrdo obtidos a partir das
dosagens foram submetidas a Andlise de Variancia
a um critério e Teste de Mlltiplas ComparacOes de
Bonferroni (Instat, GraphPad Inc.), considerando
significativas as diferencas se p<0,05.

REsuLTADO

A atividade especifica(AE) daFAT, FAL, FABMre
Tyr-Pfoi determinadano extrato do tecido reacional ob-
tido dosanimais que receberam implantes de cipsulade
colégenovazia(grupo |, control€), 0sso bovino medular
inorganico macro (grupo 1) e microgranular (grupo
[11), resumidasnaFigural. Asmédiasedesvios padréo
obtidosforam submetidosaandise devarianciavisando
identificar diferencasignificativanaatividade especifica
dasenzimasem funcdo do tempo experimental (Tabela
1) e dos diferentes tratamentos (Tabela 2).

A atividade especifica da FAT e da FAL néo
apresentaram variacao significativaem quaisquer dos
periodos estudados para o grupo |, mantendo-se entre
15,8 €19,2 nmol/min.mg (FAT) €8.9 €9,0 nmol/min.
mg (FAL). Observando a Figura 1 e a Tabela 1 nota-
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se que a presenca do material promoveu a variagao
significativanaAE da FAT e FAL nos grupos |1 elll
ao longo do tempo. A AE daFABMTr e Tyr-P também
sofreram variag@o significativa ao longo do tempo
(Figural, Tabelal).

A comparagao entre 0s grupos permitiu constatar
gue a FAT e FAL foram significativamente menores
no grupo | em relacéo aos grupos I elll, exceto para
a FAT entre os grupos | e Il nos periodos de 20 e
60 dias (Figura l, Tabelas 1 e 2). A FAL no grupo |l
foi maior que no grupo Il aos 10 (p<0,05) e 60 dias
(p<0,001), mas ndo aos 20 e 30 dias. Nao se observou
diferenca significativa para a FAT nos grupos | e |l
entre o primeiro e Ultimo periodo experimental, mas
para o grupo Il aAE da FAT e FAL diminuiram de
30,7 e 21,8 para 18,5 e 13,5 (p<0,001), respectiva-
mente (Tabelas 1 e 2).

A FABMTr no grupo | foi significativamente me-
nor (p<0,001) que nos grupos Il (aos 10 e 30 dias) e
Il (aos 10 dias), mas nos periodos de 20 e 60 dias a
FABMr foi maior (p<0,001). A FABMr para 0 0Sso
bovino microgranular (grupo I11) foi menor que nos
grupos| ell nos periodosde 20 a60 dias. Aos 20 e 60
diasaFABMr foi significativamente maior (p<0,001)
no grupo | que Nos outros grupos.

A Tyr-Pparao grupo | foi maximanos periodosde
20 e 60 dias, sendo aproximadamente 18 vezes maior
gue nos outros periodos. Comparando-se os periodos
iniciaisefinais, no Grupo Il ndo houve diferencasig-
nificativa(Tabelal), masno grupol1l areducéofoi de
1,9 vezes (p<0,001). Ainda, comparando-se 0S grupos
macro e microgranular aTyr-P foi maior no grupo |11
gqueno grupo Il (p<0,001), exceto aos 10 dias (p>0,05)
e aos 60 dias, quando ocorreu o inverso.

Considerando-se cada periodo experimental e a
FAT, FAL e FABMr, pode-se constatar que o0 grupo
macrogranular induz os maiores valores de AE que o
microgranular.
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FIGURA 1- Gréficos mostrando o perfil daatividade enzimatica parao 0sso medular macrogranular e microgranular e grupo
controle: a) Fosfatase acida total; b) fosfatase acida lisossomal; c) fosfatase &cida de baixa massa molecular; d) tirosina
fosfatase. As colunas representam a média de triplicatas (n=5) e as barras o desvio padréo.
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Tabela 1 — Efeito do Tempo na Atividade Enzimatica. Analise de Variancia a um critério e Teste de

Multiplas Comparagdes de Bonferroni (Instat, GraphPad Inc.) dos grupos controle (C) e
teste (M=macrogranular; m=microgranular) em funcéo dos periodos experimentais (10, 20,
30 e 60 dias) para a fosfatase acida total (FAT), fosfatase acida lisossomal (FAL), fosfatase
acida de baixa massa molecular relativa (FABMr) e tirosina fosfatase (Tyr-P). As médias

e desvios padroes (n=5, em triplicata) apresentados na Figura 1 foram utilizados para a
analise estatistica

1Graus de liberdade = 59, F = 191,00
2Graus de liberdade = 59, F = 42,9

3Graus de liberdade = 59, F = 344,22
4Graus de liberdade = 59, F = 143,05
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Tabela 2 — Efeito do Tratamento na Atividade Enzimatica. Analise de Variancia a um critério e Teste
de Multiplas Comparac8es de Bonferroni (Instat, GraphPad Inc.) entre os grupos controle
(C) e teste (M=macrogranular; m=microgranular) nos diferentes periodos experimentais
(10, 20, 30 e 60 dias) para a fosfatase acida total (FAT), fosfatase acida lisossomal (FAL),
fosfatase 4cida de baixa massa molecular relativa (FABMr) e tirosina fosfatase (Tyr-P). As
médias e desvios padrdes (n=5, em triplicata) apresentados na Figura 1 foram utilizados

para a andlise estatistica.

1Graus de liberdade = 59, F = 191,00
2Graus de liberdade = 59, F = 42,9

3Graus de liberdade = 59, F = 344,22
4Graus de liberdade = 59, F = 143,05

DiscussAo

M arcadores bioquimicos do remodel amento ésseo
tém sido desenvolvidos ha mais de vinte anos. Eles
tém sido amplamente usados em pesquisas e triagens
clinicas, bem como no desenvolvimento de novas
terapias. Estes marcadores bioquimicosvém sendo es-
tudados por terem um valor consideravel em conjunto
aos dados de densi dade 6ssea em mulheres pés-meno-
pausa’®, ja que estas apresentam uma predisposicao a
osteoporose e riscos de fraturas 6sseas®?®.
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Nossos resultados mostram que as fosfatases &ci-
das (total, lisossomal e de baixamassamolecular) ea
tirosina fosfatase apresentam niveis de atividade que
variam deintensidade em fung&o do periodo analisado,
em func&o do tamanho do grénulo e em relagdo ao
grupo controle (Figura 1).

E interessante destacar que as particulas macro-
granularesinduziram atividades especificas superiores
em todas as enzimas estudadas, exceto Tyr-P. Uma
vez que aéreade superficie tem um papel importante
narespostatecidual, poderia se esperar, inicialmente,
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gue as particulas microgranulares possibilitassem as
mai ores atividades especificas. Entretanto, o resultado
obtido foi oposto e, possivelmente, estarelacionado a
origem do biomaterial, obtido da por¢éo medular do
0sso bovino e naturalmente rico em poros. Durante
0 processo de moagem do material para a producéo
das particulas, os microgranulos perdem os poros
biolégicos os quais se mantém nas particulas ma-
crogranulares que, assim, passam a apresentar maior
area de superficie, favorecendo a migragéo e invasdo
do tecido circunjacente, bem como estabelecendo a
celularizacdo do material implantado®*8, Segundo
relatado por Sicca et a.!” (2000) o tamanho dos gré-
nulos do material parecem nortear arespostatecidual
ao implante, tanto bioquimicamente (dosagem de
enzimas) como histologicamente (infiltrado celular).
No entanto esses mesmos autores, ao contrario dos
resultados do presente trabalho, relatam que essas
diferencas (enziméticas e histol 6gicas) diminuem de
magnitude com o decorrer dos periodos, praticamente
se igualando aos 60 dias. Uma possivel explicacéo
para esta diferenca esta rel acionada a morfol ogia dos
materiais. No presente trabal ho utilizou-se particulas
obtidas do 0sso medular, portanto contendo poros e
concavidades, enquanto no trabalho citado” foram
avaliadas particulas de osso cortical, ndo poroso e
de superficie arredondada. A presenca de poros e a
superficie menos regular dos materiais aqui testados
proporcionaram uma area de superficie maior, in-
tensificando a atividade celular. Tal efeito da area de
superficiefoi diversas vezes observado entre osgrupos
macro e microgranular aqui testados (Tabela 2).

A FAL é uma enzima lisossomal hidrolitica se-
cretada por indmeras células, incluindo células san-
guineas e 6sseas™. Infiltrado inflamatério granuloma-
toso tipo corpo estranho, contendo células gigantes,
ricas em particulas lisossomais, pode representar a
origem da FAL. As células inflamatérias, entre elas
as células gigantes multinucleadas, estao presentes
em respostaao material e objetivam suadegradacéo,
0 que ndo é possivel em funcdo das caracteristicas
minerais do material que ndo € absorvido em tecido
subcuténeo'.

Zambuzzi et a.*® (2005) descreveram a resposta
histol égicafrente ao implante do osso bovino medular
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inorganico microgranular, encontrando um fibrosa-
mento com o decorrer do tempo. Através da micros-
copiaél etrénica observou-se que os poros medul ares,
bi ol ogi camente desenhados, eram encontrados apenas
no implante do material macrogranular. Em relacéo
ao material microgranular, notou-se a auséncia dos
mesmos, ja que estes ndo se preservam durante o
preparo do material.

Outro aspecto intrigante revelado neste trabalho
foi a diminuigcdo da atividade da FABMr ap0s dez
dias da implantacdo no grupo de particulas macro-
granulares. Umavez que aFABMr reconhecidamente
promove o controle negativo do ciclo celular?, pode-se
sugerir que nos periodos entre 20 e 60 dias a sinali-
zaG80 esteja voltada para o estimulo da proliferacéo
celular, constituindo o granulomareacional. Por outro
lado, aatividade Tyr-P nos grupos |1 e lll mostrou-se
maior gque no grupo controle namaioria dos periodos
experimentais, sendo excegbes no periodo de vinte
dias, quando o grupo | € maior que o grupo I, e aos
sessentadias, onde aAE dessaenzimando édiferente
nos grupos | e I1l. As tirosina-fosfatases podem ser
divididas em quatro grupos distintos?, sendo que a
Cdc25 promoveoinicio do ciclo celul ar, favorecendo
a divisdo da célula, enquanto as outras diminuem a
taxa de proliferacdo. Embora ndo tenha sido possivel
determinar a atividade de cada uma das tirosina-fos-
fatases, pode-se propor a hip6tese de que a atividade
Cdc25 estejapredominando no granuloma, reforgando
o efeito causado pela diminuigdo da FABMr. Assim,
nossos resultados sugerem que apos dez dias daim-
plantacdo dos materiais, 0s processos proliferativos
predominam, o que estd em acordo com 0 aumento
da celularidade ao longo do tempo.

CoNcLUsAO

Desta maneira, com base nos resultados obtidos
pode se concluir que aatividade das fosfatases acidas
e tirosina fosfatase sGo moduladas, tanto em funcgéo
do tempo como do tamanho da particula, durante a
resposta tecidual ao 0sso medular inorganico bovino
implantado em subcuténeo de ratos. O exato papel de
cada uma dessas enzimas nesta complexa cadeia de
eventos deve, ainda, ser investigado.
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ABSTRACT

The goal of this study was to assess the potential of acid phosphatases as biomarkers for tissue response to implants of
anorganic cancellous bovine bone. Collagen capsules, containing macroganular (1000-2000 pm) and microgranular par-
ticles (200-600 pum) were implanted in the subcutaneous tissue of 60 Wistar rats. These rats were randomly divided into 3
groups. Group | (empty capsule); Group || (macrogranular) and Group I11 (microgranular). 10, 20, 30, 60 daysafter surgery,
rats were killed and tissue around the implant was removed. From this tissue, the extract was obtained. Specific activities
(SA) of total acid phosphatase (TAP), lisossomal acid phosphatase (LAP) and low molecular weight phosphatase (LWP)
were performed at pH5.0, with specific inhibitorsfor each enzyme and using p-nitrophenyl phosphate as substrate; tyrosine
phosphatase activity was determined at the same conditions, but using tyrosine phosphate as substrate. In Group |, TAP
and LAP did not change significantly throughout the experimental periods, but both enzymes showed in most experimental
periods higher activities (p<0.05) in the group Il than in the group I11. LWP activity was lower (p<0.001) in the groups1
(10 and 30 days) and 111 (10 days) than in the group |, but it was significantly higher at days 20 and 60 (p<.001). At days
20 and 60 tyrosine phosphatase detected was 18-fold higher than at days 10 and 30. In conclusion, the acid phosphatase
activity, and itsisoenzymes TAP, LAP, LWP and Tyr-P are significantly modulated in response to the implant of anorganic

cancellous bovine bone, being affected by the particle size and duration of implantation period.

UNITERMS

Biological markers; bone marrow, bovine acid phosphatase, phosphotyrosine phosphatase
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