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RESUMO

A engenharia tecidual, dispondo de células, matrizes biocompativeis e fatores
de crescimento, pode exercer um grande papel na regeneracdo 0ssea. Através de
biopsias de tecido vivo, pode-se obter células-tronco mesenquimais que, quando
expandidas e cultivadas in vitro, sdo capazes de originar tecidos de diversos
fendtipos. Desta maneira, € possivel estabelecer uma alternativa aos enxertos
0sseos, uma vez que a quantidade de material coletado € menor quando comparada
aos enxertos 6sseos convencionais. Essa pesquisa visou contribuir para a melhor
escolha de uma matriz biocompativel, avaliando in vitro, de forma direta, a
citotoxicidade do acido hialurénico TEOSYAL® sobre as células da linhagem preé-
osteoblastica de camundongos denominadas OFCOL Il de forma quantitativa e
qualitativa. Foram criados 0s seguintes grupos experimentais: A) células + Acido
hialurénico (AH) + Plasma rico em Plaquetas com Trombina (PRP) + Hidroxiapatita
(HP); B) células + AH + PRP + HP; C) células + AH + HP; D) células + HP; E) células
+ AH; F) células + PRP com trombina; G) células + PRP e H) células + DMEM puro
com 15% de soro bovino fetal, utilizado como controle. As células OFCOL Il foram
semeadas 24 horas antes dos experimentos e incubadas em estufa a 37°C com 5%
de CO,. Apos atingirem a semi-confluéncia, as células foram expostas aos diferentes
estimulos conforme o grupo experimental por um periodo adicional de 48 horas nas
mesmas condi¢cdes de temperatura e umidade. A viabilidade celular foi avaliada
através do teste MTT e comparada ao grupo controle H. Os valores numéricos,
obtidos através de absorbéancia, foram submetidos a andlise estatistica ANOVA,
complementados por TUKEY, com nivel de significancia p < 0,05 para comparacgao
entre todos 0s grupos. Ja para as comparacdes entre cada grupo experimental e o
controle foi utilizado o Teste T. Na avaliacdo da morfologia celular, foi utilizada a
microscopia Optica em aumento de 100x e 200x. Os resultados encontrados
comprovaram uma diminuicdo na viabilidade celular nos grupos B (67% de
viabilidade) e C (68% de viabilidade), diferindo do grupo D (99% de viabilidade). Ao
comparar cada grupo experimental ao grupo controle, foi obtida uma diferenca
estatistica (p < 0,05) para os grupos B, C e E. Portanto, foi observado, através
destes resultados, uma diminuicdo da viabilidade celular nos grupos com a presenca

do acido hialurénico TEOSYAL®. A adicdo do PRP ao &cido hialurénico aumentou a



viabilidade celular, j& que foi obtida uma viabilidade de 79% (grupo A), porém,
insuficiente para potencializa-la. Nas imagens, foram encontradas diferencas
morfologicas entre 0s grupos experimentais e o grupo controle. Pode-se concluir que

a presenca do acido hialurénico TEOSYAL® causou diminuicdo na viabilidade da
linhagem celular OFCOL II.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Acido Hialurénico. Regeneracio Ossea. Enxertos

Osseos. Engenharia de Tecidos. Plasma Rico em Plaquetas. Hidroxiapatita



ABSTRACT

Tissue engineering, using pluripotent cells, biocompatible matrixes and growth
factors, may play a major role in bone regeneration. Through living tissue biopsy, it is
possible to obtain mesenchymal stem cells that, when expanded and cultivated in
vitro, can generate several types of tissues. Thus, it is possible to present an
alternative to bone grafts, since the amount of material collected is smaller when
compared to conventional bone grafts. The present research aimed to find a better
biocompatible matrix, evaluating, in vitro, the cytotoxicity of TEOSYAL® hyaluronic
acid directly onto pre-osteoblastic lineage mouse cells denominated OFCOL II, in a
quantitative and qualitative way. The following experimental groups have been
formed: A) Cells + Hyaluronic Acid (HA) + Platelet Rich Plasma with thrombin (PRP)
+ Hydroxyapatite (HP); B) Cells + HA + PRP + HP; C) Cells + HA + HP; D) Cells +
HP; E) Cells + HA; F) Cells + PRP with thrombin; G) Cells + PRP and H) Pure DMEM
with 15% of Fetal Bovine Serum (FBS), used as a positive control. The OFCOL I
cells were seeded 24 hours before the experiments and incubated at 37°C with 5%
CO,. After reaching the semi-confluence, the cells were exposed to the experimental
groups for an additional period of 48 hours under the same temperature and humidity
conditions. The cellular viability was evaluated through MTT test and compared to
the positive control group H. The numerical values, obtained in absorbance, were
subjected to statistical analysis of variance (ANOVA), complemented by TUKEY test,
with significance level p < 0.05 for comparison between all groups. As for
comparisons between the control and each experimental group, the T test was used.
In the cell morphology evaluation, it was used optical microscopy at magnification
100x. The results proved a decrease in cell viability in groups B (67% viability) and C
(68% viability), differing from group D (99% viability). When comparing each
experimental group to the positive control group, a statistical difference (p < 0.05)
was obtained for groups B, C and E. Therefore, through these results, it was
observed a decrease in cellular viability in the groups with the presence of
TEOSYAL® hyaluronic acid. The addition of PRP to hyaluronic acid improved cell
viability since it was possible to obtain a survival rate of 79% (group A), although this
stimulus was insufficient to enhance it. Regarding image analysis, morphological

changes were found in experimental groups and control group. It is possible to



conclude that the presence of TEOSYAL® hyaluronic acid exerted a decrease effect
on the cell lineage OFCOL Il viability.

Key words: Cytotoxicity. Hyaluronic Acid. Bone Regeneration. Bone Grafts.
Tissue Engineering. Platelet Rich Plasma. Hydroxyapatite.
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1 INTRODUCAO

A reposicao de grandes perdas 0sseas € um grande desafio clinico para os
cirurgidbes (MOORE; GRAVES; BAIN, 2001). Mais de 2,2 milhdes de procedimentos
de enxertos 6sseos sdo realizados anualmente ao redor do mundo no campo
odontologico, na neurocirurgia e na ortopedia (GIANNOUDIS; DINOPOULOS;
TSIRIDIS, 2005). Seguindo esta tendéncia, a popularidade da utlizacdo dos
implantes dentais trouxe uma demanda ainda maior na reconstrucdo Ossea da
regido dento-alveolar (KAO; SCOTT, 2007).

Tratando-se de enxertos 0sseos, existem quatro grandes propriedades que o
material ideal deve apresentar: osteointegracéo, habilidade do tecido 6sseo aderir a
superficie do material sem a formacao de tecido fibroso; osteoconducéo, habilidade
de suportar e orientar o crescimento 6sseo sobre a superficie do material,
osteoinducdo, capacidade de induzir células-tronco mesenquimais a se
diferenciarem em células de fenotipo osteoblastico e; por dltimo, a osteogénese,
capacidade de formacdo de novo tecido 6sseo através de células osteoblasticas,
presentes no material do enxerto (MOORE; GRAVES; BAIN, 2001).

Um dos pré-requisitos para reabilitagdes orais que envolvam osseointegracao
€ a presenca de um processo alveolar remanescente, capaz de permitir a instalacéo
de implantes dentais, suficiente para suportar uma prétese funcional por um longo
periodo de tempo. Por essa razdo, varios materiais tém sido testados nas
alternativas para reconstrucdo oOssea. Ao serem classificados estes enxertos
conforme sua origem, tém-se o0s autdégenos, os alégenos, os xendgenos e 0S
sintéticos (BEAMAN et al, 2006; KAO; SCOTT, 2007; GIANNOUDIS; DINOPOULOS;
TSIRIDIS, 2005).

Os enxertos alégenos sao retirados de individuos da mesma espécie do
hospedeiro, porém com diferente genétipo. O material alégeno retirado para enxertia
sofre diferentes processos, visando permitir sua utilizacdo clinica, tais como
debridamento fisico, lavagem ultrassOnica, tratamento com o6xido de etileno,
lavagem com antibioticos e irradiagdo gama, visando a eliminacdo de esporos.
Devido a esses processos, muitas das propriedades bioldgicas, mecéanicas e

osteoindutivas do material sdo perdidas e/ou significativamente reduzidas,
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influenciando negativamente sua resposta clinica (GIANNOUDIS; DINOPOULOQOS;
TSIRIDIS, 2005).

J4, os enxertos xendgenos possuem origem genética diferente do hospedeiro,
sendo os de origem bovina os mais utilizados na clinica odontoldgica. Ainda,
encontram-se disponiveis 0s materiais sintéticos bioceramicos (KAO; SCOTT, 2007).
Por ultimo, temos os enxertos de origem autdégena, ditos como 0s biomateriais de
melhor resposta clinica quanto a quantidade de tecido neoformado (MOORE;
GRAVES; BAIN, 2001), visto que possuem propriedades como osteogénese,
osteoinducdo e osteointegracdo. A presenca de células osteoprogenitoras, nos
enxertos autdgenos, proporciona a formacao de tecido 6sseo novo, uma vez que a
presenca de elementos medulares facilita a fusdo com proteinas osteoindutivas, com
células de potencial osteogénico e suporte sanguineo local (GIANNOUIDIS;
DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; MELLONIG, 1999; GREENNWALD et al., 2001;
BEAMAN et al., 2006). Entretanto, apesar da boa resposta clinica, 0os enxertos
autdgenos apresentam limitacbes em seu emprego clinico devido a fatores como
morbidade do sitio doador e quantidade de material disponivel (ITO et al., 2006;
YAMADA et al.,, 2004a). Além disso, 8 a 20% dos enxertos autdgenos estao
associados a complicacbes pOs-operatérias que incluem hematomas, perda
sanguinea, injuria de nervos e vasos, formacdo de hérnias, infecgbes, fraturas e,
também, algumas vezes, dor cronica no local doador (ROSS; TACCONI; MILES,
2000).

Como podemos observar, muitas desvantagens podem ocorrer no emprego
dos biomaterias nas mais variadas técnicas em enxertia existentes até os dias de
hoje. Apds muitos anos de utilizacdo de enxertos 6sseos de forma convencional, a
cultura de células in vitro, coletadas de seres vivos, tem como objetivo sua expansao
e diferenciacdo in vitro em linhagem osteogénica, para aplicagdo em técnicas de
engenharia tecidual. (UEDA et al., 2008).

A engenharia tecidual é a definicdo utilizada para descrever a producdo de
tecidos através da cultura de células semeadas em matrizes reabsorviveis porosas.
Diversos tipos de células, assim como as celulas 0sseas, podem proliferar e manter
seus fenotipos quando cultivados, primeiramente, em substratos bidimensionais, e
em matrizes porosas ou geéis tridimensionais in vitro (KAIGLER; MOONEY, 2001;
SPECTOR, 1999).
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Na tentativa de encontrar a matriz ideal em que ocorra a proliferagéo e a
diferenciac@o celular, associados ou ndo a fatores indutores, diversos materiais ja
foram testados. Em pesquisas para a bioengenharia 0ssea surge a necessidade de
um material que consiga manter as células-tronco mesenquimais no local a ser
enxertado com ganho de volume (JAISWAL et al., 1997).

Em virtude da auséncia de pesquisas no desempenho da utilizagdo do acido
hialurénico como veiculo aplicavel as técnicas de enxertia envolvendo engenharia
tecidual, o presente estudo objetiva avaliar a proliferacdo e a morfologia celular de
células pré-osteoblasticas na presenca deste material. Além disso, ndo existe na
literatura atual um consenso na formulacéo ideal do &cido hialurdnico, ja que alguns
estudos apontam uma diminuicdo na viabilidade celular (BODO et al.,1993;
HARVIMA et al., 2006), enquanto outros indicam um aumento (YONEDA et al.,1988;
KAWASAKI et al., 1999). Portanto a presente pesquisa avaliou, in vitro, um
composto formado por células pré-osteoblasticas e uma matriz de &cido hialurénico
como meio de proporcionar um aumento volumétrico sem a necessidade de busca
de quantidade maior de tecido vivo para tal. Desta maneira, em um primeiro
momento, foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade da matriz de acido hialurdnico
nestas citadas células de forma quantitativa e qualitativa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENGENHARIA TECIDUAL

Diversas pesquisas, tanto em animais, como em seres humanos foram
desenvolvidas na tentativa de regenerar o tecido 6sseo com a minima invasdo de
tecidos, boa plasticidade e sem reacdes adversas, na busca de uma alternativa aos
enxertos 0sseos autdgenos convencionais (UEDA et al.,, 2005). A engenharia
tecidual, através de células vivas, matrizes celulares e fatores de crescimento
proporciona a reposicdo de muitos tecidos perdidos por diversas causas (VACANTI
J.; VACANTI C., 2000).

A engenharia tecidual como terapia aplicAvel na clinica odontologica
apresenta-se como um tratamento potencial na reparacdo de diversos tecidos da
cavidade oral, como tecido 6sseo, cartilagem, pele, mucosa oral, dentina, polpa
dental e glandulas salivares (KAIGLER; MOONEY, 2001). Relacionados aos
avancos desta area, novas alternativas para os enxertos autbgenos convencionais
surgiram através de técnicas utilizando a manipulacéo celular ex vivo, conjugadas ou
nao ao emprego de fatores de crescimento (YAMADA et al., 2004b).

A estratégia comumente empregada em engenharia tecidual exige a bidpsia
de tecido vivo, que contenha células de interesse ao sitio receptor. A partir dessa
coleta, desenvolveram-se culturas celulares em laboratdrio, as quais foram
expandidas e semeadas em matrizes poliméricas para, posteriormente, serem
reinseridas no organismo (KAIGLER; MOONEY, 2001). A triade que compde a
engenharia de tecidos, com objetivo reparador, € formada por: matriz (géis, fibras,
membranas), ceélulas progenitoras (células-tronco indiferenciadas ou com
diferenciacao induzida) e fatores de crescimento (BELL, 2000; LYNCH, 1999).

Diversas técnicas experimentais de engenharia tecidual foram testadas por
diferentes pesquisadores (VACANTI, 2006), surgindo a técnica do osso injetavel
como possivel alternativa as técnicas de enxertia 6ssea na regeneracéo dos defeitos
cranio-faciais. A presente técnica desenvolveu-se a partir da aspiracdo de medula
O0ssea com o intuito de se obter células-tronco mesenquimais, as quais foram

posteriormente expandidas ex vivo e diferenciadas em células de fendtipo
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osteoblastico. Adicionando-se a esse contetdo celular plasma sanguineo rico em
plaguetas, obteve-se, logo apds, a formacdo de um composto celular em estado de
gel (HIBI et al., 2006a; UEDA et al., 2005; YAMADA et al., 2004b).

Na busca cientifica para o desenvolvimento do 0sso injetavel, diversas
pesquisas foram conduzidas e apresentaram resultados promissores. Entre elas,
Yamada et al. (2004b) compararam a osteogénese entre trés grupos: o do 0SSO
injetavel com células tronco mesenquimais (CTM) associadas ao plasma rico em
plaguetas, o grupo apenas com plasma rico em plaquetas (PRP) e o grupo contendo
0sso medular particulado autégeno. Entre estes, o que apresentou maior indice de
osteogénese foi 0 grupo que aplicou a técnica de 0sso injetavel.

Em outro estudo realizado por Ohya et al.,, (2005) com a duracdo de 8
semanas, em ratos, utilizando a técnica do osso injetavel, foi constatado que o
complexo de células-tronco mesenquimais (CTM) associadas a plasma rico em
plaguetas proporcionou maior aumento de volume 6sseo na 4° e na 8° semanas.
Isto foi demonstrado, quando comparado ao complexo de osso cortical e medular
particulado, também associado ao plasma rico em plaquetas no mesmo periodo de
tempo. Com o objetivo de avaliar as propriedades mecanicas do 0sso injetavel em
caes, atraveés do teste de dureza Vickers, Ito et al. (2005) obtiveram melhores
resultados de dureza no grupo teste com células-tronco mesenquimais e plasma rico
em plaquetas, quando comparado aos demais enxertos: 0sso autdbgeno, 0sso bovino
(Bio-Oss®) e o grupo com apenas defeito 6sseo (controle).

O sucesso da engenharia tecidual na reconstrucao de tecidos 6sseos néo foi
comprovado apenas nas pesquisas com animais. Recentemente, foi justificada a
utilizacdo do osso injetavel com indice de sucesso de 100% dos implantes inseridos
no osso neoformado. Os resultados clinicos deste estudo com 14 pacientes
comprovaram a diminuicdo no tempo de osseointegracdo e a possibilidade da
instalacdo simultdnea dos implantes juntamente com o 0sso injetavel (UEDA et al.,
2008).

Vérias estratégias tém sido adotadas para o aumento 6sseo com a finalidade
de instalacdo de implantes dentarios. Dentre as estratégias propostas, tambéem
existe a distracdo osteogénica, metodo de alongamento pela modulacdo do calo
0sseo, que pode ser associada a engenharia tecidual (PINTO et al., 2004). Através
desta associacdo, Kinoshita et al. (2008) isolaram e cultivaram células-tronco

mesenquimais autogenas de ratos. Este composto celular associado ao plasma rico
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em plaquetas formou um material osteogénico aplicado logo apds a distracao
osteogénica. Os resultados deste trabalho, através de analise radiolégica e
histomorfométrica, mostraram uma maior radiodensidade e maior volume de
formacdo Ossea nos tecidos que tiveram aplicacdo de material osteogénico quando
comparado aos tecidos que tiveram apenas aplicacdo de PRP apoOs a distracédo
osteogénica prévia.

A regeneracdo Ossea, através da engenharia tecidual, coadjuvante na
cicatrizacdo da distracdo osteogénica e formacdo do calo O0sseo, também vem
demostrando resultados positivos em casos clinicos. Hibi et al. (2006a) no relato de
caso clinico em que associou distracdo osteogénica com aplicacdo de material
osteogénico autdégeno conseguiram bons resultados. Através da aplicacdo do osso
injetavel para reconstrucdo da mandibula com grande perda Ossea, constataram
formacgéo d6ssea de forma tridimensional e diminuicdo no periodo de consolidacao.
Com o sucesso do tecido 6sseo neoformado, apds trés meses, foi possivel, no
presente estudo, a instalacdo de 6 implantes de 18 mm de altura, com sua perfeita
cicatrizacdo para confeccdo da prétese dentaria. Portanto, diversos estudos tém
comprovado que células com potencial osteogénico, quando injetadas dentro do calo
da distracdo diminuem o tempo de cicatrizacdo, evitando defeitos Osseos
(KINOSHITA et al., 2008; TSUBOTA et al.,1999; TAKAMINE et al., 2002).

A instalacdo de implantes, logo apos extracbes dentarias, vem sendo um
desafio na odontologia, ja que os alvéolos dentarios, em muitas situacoes,
apresentam defeitos 6sseos. Na busca de solugbes para estes defeitos, a
bioengenharia 6ssea também vem sendo testada através de estudos com objetivo
de instalar implantes um més apo0s a extracdo. Ito et al. (2005) apresentaram bons
resultados com a instalacdo simultanea dos implantes e a aplicacdo da regeneracao
Ossea através da técnica do o0sso injetavel. Neste estudo, o grupo que utilizou
células-tronco mesenquimais, plasma rico em plaquetas e fibrina mostrou melhores
resultados em relagéo aos demais enxertos testados. Foram encontradas diferengas
significativas por meio da avaliacdo histoldgica e histomorfométrica através do indice
do contato existente entre o 0osso e o implante, com melhores desempenhos na
técnica do 0sso injetavel apos um més depois a extracao.

A reabilitacdo da maxila severamente reabsorvida, através de implantes
osteointegrados, € atualmente um desafio da implantodontia. Com o intuito de

solucionar esta falta de tecido 6sseo na regido de maxila posterior, pode-se utilizar a
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técnica do osso-injetdvel na elevagdo do seio maxilar, proporcionando uma
diminuicdo no periodo de cicatrizagdo e maior formacdo de tecido 6sseo quando
comparado com outros enxertos (UEDA et al., 2008; OHYA et al., 2005). Por ultimo,
também foi relatada a utilizacdo da técnica do osso injetavel na reconstrucdo de
fendas maxilares, resultado de defeitos congénitos, com excelentes resultados na
regeneracao 6ssea (HIBI et al., 2006b).

2.2 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Na atualidade, existe um grande interesse no desenvolvimento de técnicas
para a manipulagcdo de células-tronco, com o objetivo de proporcionar tratamentos
restauradores de tecidos e 6rgaos (ZAGO, 2006). Terapias baseadas nestas células
para reparacdo e regeneracdo de varios tecidos e Orgaos proporcionam solucdes
terapéuticas para um grande nimero de casos em gue ocorreram danos e perdas de
tecidos (MIZUNO, 2009).

Existem dois grandes grupos de células-tronco potencialmente aplicaveis na
engenharia de tecidos: as células-tronco embrionarias pluripotentes e as linhagens
de células-tronco adultas unipotentes ou multipotentes, que residem nos tecidos
diferenciados (ZUK et al., 2001). As células-tronco embrionarias encontradas no
blastocisto e nas células germinativas primordiais possuem alta plasticidade, ja que
dao origem a todos os tipos de células (DRAPER; FOX, 2003). Por outro lado,
células-tronco mesenquimais encontradas na medula Ossea podem produzir
ostedcitos, condroécitos, adipdcitos, tendcitos, mioblastos e células estromais
(HORWITZ, 2003).

Apesar das células-tronco embrionarias darem origem a uma grande
variedade de linhagens celulares e, teoricamente, serem muito benéficas na
engenharia tecidual, ha vérias limitagfes para 0 seu uso devido a sua regularizacao,
as consideracbes éticas e a manipulacdo genética (MIZUNO, 2009). Além disso,
conforme aplicagdo das leis existe uma restricdo no manuseio de células-tronco
embrionarias, fazendo com que pesquisadores utilizem células-tronco adultas na
regeneracao e reconstrucdo de tecidos 0sseos, pulpares e periodontais da regido
craniofacial (RISBUD; SHAPIRO, 2005). Neste sentido, células-tronco adultas séo
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mais facilmente disponibilizadas e n&o apresentam problemas éticos e
imunorreativos, quando utilizadas de forma autégena (MIZUNO, 2009).

Mesmo apresentando diversas vantagens, a coleta das células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea esta associada a consequéncias dolorosas no local
de coleta e baixo rendimento no numero de células coletadas. No entanto, células-
tronco adultas originarias de tecido adiposo s&do igualmente capazes de se
diferenciar em células e tecidos de origem mesodermal. Dessa forma, no paciente
sob anestesia local, € possivel fazer a coleta de grande quantidade dessas células
com um alto potencial de diferenciacdo necesséarias para a aplicacdo em terapias
celulares e engenharia tecidual (MIZUNO, 2009).

Em adicdo a estas qualidades descritas anteriormente, as céluas-tronco
mesenquimais sao faceis de ser isoladas e expandidas in vitro, possuem um alto
potencial proliferativo, facil armazenamento em condi¢cbes de congelamento, nao
alterando seu potencial osteogénico e, facil aderéncia a superficies plasticas
(LOGEART-AVRAMOGLOU et al., 2005). A inducdo a formacdo Ossea destas
células esta diretamente relacionada a presenca de proteinas 6sseas morfogénicas
pertencentes a familia TGF-B (fator de crescimento transformador beta) e a
quantidade de células viaveis para desencadear a cascata do desenvolvimento
0sseo, como no processo de desenvolvimento embriolégico (RIPAMONTI,
HELIOTIS; FERRETTI, 2007). Quando cultivadas in vitro, podem ser colocadas
previamente em meio de cultura, para induzir a osteogénese, como por exemplo, 0
meio composto por o meio de cultura DMEM (Meio Essencial Minimo Modificado por
Dulbecco) suplementado com soro fetal bovino, &cido ascorbico, dexametasona e B-
glicerolfosfato (JAISWAL et al.,1997).

Mesmo sabendo que diversos estudos tém concentrado esfor¢cos em terapias
celulares de tecido 6sseo, inUmeras técnicas através engenharia tecidual também
vém sendo desenvolvidas para promover a regeneracdo periodontal. Com esse
objetivo, Tobita et al (2008) comprovaram em ratos que a aplicacdo de células-
tronco mesenquimais de origem adiposa, associadas a plasma rico em plaquetas e
implantadas em defeitos periodontais, promoveram a regeneracéo do tecido 6sseo e
do cemento periodontal. Os melhores resultados desse estudo foram comprovados
apos 8 semanas, com a confirmacdo através das andlises histolégicas e

imunohistoquimicas.
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A medicina regenerativa também vem avaliando a possibilidade da utilizagédo
de células de origem adiposa, principalmente, em cirurgias ortopédicas, quando h&
grandes perdas 0sseas devido a traumas, infec¢des, tumores e defeitos congénitos.
Com esse intuito, Arrigoni et al. (2009), em seu experimento, isolaram,
caracterizaram e analisaram a diferenciacao de células-tronco de origem adiposa de
coelhos, ratos e porcos. ApOs a exposi¢cao ao estimulo osteogénico, essas células
apresentaram um aumento significante na expressao dos marcadores 0sseos, COmMo
fosfatase alcalina, depdsito de célcio extracelular, osteocalcina e osteonectina.

Em outra pesquisa, células-tronco mesenquimais de porcos foram isoladas,
cultivadas em matriz de acido poli-dl-lactico-coglicolico e incubadas por dez dias em
meio osteogénico. Logo apds este periodo, as amostras foram transplantadas para
defeitos ésseos mandibulares induzidos cirurgicamente e, apds seis semanas, foram
realizadas analises histolégicas, clinica e radiogréfica. Observou-se que os defeitos
0sseos foram preenchidos por um tecido denso semelhante ao 0sso, apresentando
osteoblastos, ostedcitos, vasos sanguineos e 0sso trabeculado (ABUKAWA et al.,
2004).

Diversas pesquisas confirmam a utilizagdo, cada vez maior, de células-tronco
mesenquimais humanas de origem adiposa, uma vez comprovada sua diferenciacao
em multilinhagens, como, por exemplo, células ésseas (COWAN et al., 2004),
células cardiacas (MIYAHARA et al., 2006) e células neurais (KANG et al., 2003).

Conforme cresce o emprego de células-tronco mesenquimais adiposas como
fonte celular para aplicacdo na bioengenharia, estudos adicionais para a sua coleta
vém se desenvolvendo. Por exemplo, Aksu et al. (2008) compararam o potencial
osteogénico em relagcdo ao sexo e a regido anatdbmica de células adiposas
coletadas da espécie humana. Com seus resultados, chegou-se a conclusdo de que
células-tronco adiposas coletadas da regido abdominal superficial do sexo masculino
sao mais eficientes na busca da osteogénese.

Juntamente as células-tronco mesenquimais, também pode-se adicionar
proteinas 6sseas morfogénicas (BMPs). Sua aplicagdo na engenharia tecidual dos
tecidos periodontais ficou comprovada no estudo de Ripamonti e Reddi (1997),
atraves da regeneracao do tecido 0sseo, ligamento periodontal e cemento. Portanto,
a proteina O6ssea (BMP-7), em conjunto com uma matriz carreadora, induz a

cementogénese com a insercao das fibras de Sharpey’s no novo cemento formado.
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Um grande namero de trabalhos com o objetivo de isolar, cultivar e armazenar
células de diversas origens vem sendo realizado para uso em pesquisas. Balduino et
al. (2005) dissecaram 30 camundongos, na Universidade Federal do Rio de Janeiro,
com o intuito de isolar duas populacdes celulares distintas: reticulécitos (F-RET) e
osteoblastos (OFCOL Il) de fragmentos livres do periésteo do fémur, através de
duas etapas da digestdo da colagenase. Essas duas linhagens celulares
mesenquimais apresentaram marcadores osteogénicos: osteopontina, osteonectina,

sialoproteina 6ssea e fosfatase alcalina.

2.3 ACIDO HIALURONICO

A matriz é essencial para a engenharia tecidual, porque é ela que fornece o
arcabouco necessario para o0 transporte de nutrientes, oxigénio e residuos
metabdlicos. Esse arcabouco deve ser biocompativel, ndo irritante e resistente. Além
destas caracteristicas béasicas, a matriz, quando utlizada na engenharia
tecidual,deve facilitar a aderéncia, a migracdo, a proliferacdo e a diferenciacdo das
células-tronco mesenquimais (MUSCHLER; NAKAMOTO; GRIFFITH, 2004).

Varias matrizes e carreadores celulares tém sido testados como veiculos
capazes de recrutar um numero suficiente de células, citocinas e fatores de
crescimento no local do tecido a ser reparado/reconstituido. Nos dias atuais, dispde-
se de matrizes naturais e sintéticas que devem possuir propriedades como
biocompatibilidade, biodegrabilidade e capacidade de incorporacdo de moléculas ou
permitir a colonizacdo celular dentro de sua estrutura. As caracteristicas fisicas,
quimicas e mecanicas dos carreadores celulares sdo de fundamental importancia
para a correta ligacdo com o tecido que se quer alcancar ou regenerar (SOLCHAGA
et al., 1999). A regeneracéo de tecidos lesados requer a presenca, no local da leséo,
de células progenitoras com a habilidade de proliferar e diferenciar em fendtipos
apropriados para restaurar o tecido faltante ou danificado. Quando essas células
progenitoras estdo ausentes, uma ferida reparativa € formada, restabelecendo a
continuidade do tecido, mas de estrutura desorganizada e com caracteristicas
funcionais diferentes do tecido original (SOLCHAGA et al., 1999; SPECTOR, 1999).
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Recentemente, o &cido hialurénico tem sido utilizado como um 6timo veiculo
de células-tronco mesenquimais, sendo que diversas modificacdes em sua estrutura
podem ser realizadas, quando empregado na engenharia tecidual (PRESTWICH et
al., 1998; BULPITT, AESCHLIMANN, 1999).

O &cido hialurénico é formado por uma cadeia de dissacarideos repetidos
contendo &cido glicurénico e n-acetilglicosamina. Possui fungdo essencial na
estrutura e na organizacdo da matriz extracelular. Sua capacidade de hidratacéao
permite a abertura de espacos nos tecidos, facilitando um processo de
descolamento celular e consequentemente permitindo a migracéo celular (STERN et
al., 1999). Sua forma nativa com elevado peso molecular (> 2x10°%Da) é

representada pela formulacéo abaixo, conforme Bulpitt e Aeschlimann (1999).

target for coupling reaction

D-glucuronic acid

N-acetyl D-glucosamine

ks o
Y

repeating disaccharide unit

Figura 1: Férmula Molecular do acido hialurénico formado pela
cadeia de dissacarideos
Fonte: Bulpitt e Aeschlimann (1999).

s

Dessa forma, o &cido hialurdnico é caracterizado como o principal
componente da matriz extracelular e presente em todos os tecidos conectivos do
corpo humano. Nos processos biolégicos, envolvendo morfogénese, reparacao
cicatricial, inflamacéo e metastases através de receptores celulares, constata-se a
presenca do &cido hialurénico (KIM et al., 2007b). Este composto também é
encontrado em altas concentracfes nos tecidos em que ocorrem rapida regeneracao
e proliferagdo celular, principalmente, durante a embriogénese e as feridas
cicatriciais. As células possuem receptores de superficie especificos para o acido

hialurénico, sendo o CD44 o mais importante (STERN et al., 1999), além de outros
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receptores de superficie como o RHAMM (receptor de AH de motilidade), o LYVE-1
(endotélio linfatico) e o HARE (endocitose) (GENASETTI et al., 2008).

O presente composto € um o6timo candidato para o desenvolvimento de um
biomaterial condutor de células vivas e fatores bioativos devido as suas
propriedades fisico-quimicas (BULPITT; AESCHLIMANN, 1999; LIEBERMAN;
DALUISKI; EINHORN, 2002).

Em um estudo experimental in vivo, duas cavidades de 3 mm de diametro e
profundidade foram criadas na tibia de ratos para analisar a acdo do &cido
hialurénico. Uma das cavidades foi preenchida com &cido hialurénico e enxerto
0sseo autdgeno e a outra apenas com enxerto 0sseo autdégeno (grupo controle). Na
avaliacdo, apos 20, 30 e 40 dias, feita através de cortes histoldgicos, Aslan; Simsek
e Dayi (2006) observaram melhores taxas de crescimento 6sseo na presenca do
acido hialurénico.

Em outro estudo experimental, em tecido 6sseo femural de ratos, verificou-se
gue a composicao de alto peso molecular do acido hialurénico é capaz de acelerar a
formacdo de novo tecido 6sseo através da diferenciacdo das células mesenquimais
nas feridas 6sseas, ou, ainda, pode ser responsavel pela manutencdo dos fatores de
crescimento (TGF-B) no local de cicatrizagéo 6ssea (SASAKI; WATANABE, 1995).

Entretanto, em outro estudo em animais, utilizando o acido hialurébnico como
veiculo de fatores de crescimento Osseo (BMP) 2, notou-se atraso nha
osseointegracdo de implantes de titdnio revestidos com hidroxiapatita, mas
mostrando beneficio no crescimento ésseo com a diminuicdo de possiveis gaps ao
redor destes implantes (AEBLI et al., 2005).

Em um estudo humanos, comparou-se a utilizacdo do acido hialurébnico DBX®
(DENTSPLY Tulsa Denatal Specialties, Okllahoma, EUA) associado a outros
materiais como Bio-Oss® (Geistlich Sons Ltd, Wolhusen, Switzerland), beta-tricalcio
fosfato (Synthes, Solothum, Switzerland) ou ainda aplicado sozinho na regido do
seio maxilar. Através da avaliagdo por meio de cortes histologicos e tomografia
computadorizada concluiu-se que o &cido hialurdénico, sozinho ou em combinacao,
pode ser usado com sucesso em procedimentos para levantamento do seio maxilar,
devido as suas propriedades osteocondutoras (SCHWARTZ et al., 2007).

Pode-se ainda confirmar os resultados da utilizacdo do acido hialurénico em
terapias periodontais regenerativas, com sua utilizagdo na forma de gel Hyaloss®

(Meta, Reggio Emilia, Italia), proporcionando correcbes Osseas através da mistura
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entre enxerto autdgeno e o gel (BALLINI et al., 2009). Nos tecidos peri-implantares,
também comprovou-se beneficios na utilizagdo do &cido hialurdnico. No estudo
piloto de Nobre, Cintra e Malé (2007) ao comparar sinais inflamatérios dos tecidos
peri-implantares, quando aplicados gel de acido hialurdnico e clorexidine de forma
topica, obteve-se melhores resultados com o &cido nos meses iniciais. Nesse
estudo, ficou comprovada a vantagem da utilizacdo do &cido nos primeiros dois
meses de tratamento, apds esse periodo a clorexidine mostrou-se mais eficiente até
0 6° més de acompanhamento.

Diversas modificagbes podem ocorrer na formula do &acido hialurdnico,
alterando suas propriedades quimicas e fisicas; mas, na engenharia tecidual, é
usado, predominantemente, na forma de hidrogel (PRESTWICH et al., 1998).

Alguns estudos in vivo ja comprovaram a eficiéncia de hidrogéis de &cido
hialurénico, quando utilizados como matrizes de células e fatores de crescimento
para regeneracao tecidual (KIM et al., 2007b). No entanto, nos dias atuais, diversas
pesquisas in vitro estdo analisando e comparando o comportamento das células-
tronco mesenquimais na presenca do acido hialurénico para engenharia 6ssea
tecidual (XU et al., 2009; CRISTINO et al., 2005).

Na busca de uma opcao de um agente que proporcione aumento volumétrico
do o0sso injetavel, visando melhoria nas técnicas de enxertia, temos o acido
hialurénico dermatologico (TEOSYAL®, Teoxane, Geneva, Switzerland). Este
material de origem ndo animal, obtido da fermentacdo bacteriana ndo patogénica
(cepa de Streptococos) apresenta propriedades de biocompatibilidade e resultados
preliminares promissores, quando aplicado na regido da face em reconstrugdes
estéticas (FRIEDMAN et al., 2002). Por esta razao e por estar disponivel no mercado
nacional foi o material selecionado para nossa pesquisa.

A principal caracteristica de um biomaterial € sua condi¢gdo ndo imunogénica
e nao alergénica, condicdo esta que o TEOSYAL® disponibiliza ja que sua origem
em estado de gel é ndo animal (LARSEN et al.,1993; MICHEELS, 2001).

As propriedades fisicas dos géis de &cido hialurbnico dependem do peso
molecular, concentracdo e nivel de ligacbes cruzadas (BALAZS et al., 1991). As
ligacbes cruzadas possiveis de serem estabelecidas entre as moléculas do
TEOSYAL® sédo responsaveis pela formacdo de uma malha densa e uniforme

(GAMINI et al., 2002). Portanto, o acido utilizado na presente pesquisa apresenta
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altos indices de ligacbes cruzadas, sendo ele o responsavel pela formagdo de um
composto com visco-elasticidade excelente (GOA; BENFIELD, 1994).

Além de todas as propriedades apresentadas e descritas anteriormente, o
acido hialurénico TEOSYAL® possui baixa sensibilidade aos radicais livres e,
consequentemente, diminuicdo de sua taxa de degradacdo (YUl; OKANO,;
SAKURAI, 1992). Mesmo sendo um material absorvivel (BERGERET-GALLEY,
2004) e biodegradavel transforma-se progressivamente em CO, e agua quando
aplicado na pele humana (GOA; BENFIELD, 1994). Outra caracteristica muito
importante do TEOSYAL® € seu baixo indice de hipersensibilidade e reacdes
inflamatorias adversas como hematomas, ndédulos ou pépulas e vermelhiddo quando

aplicados in vivo na regido facial (FRIEDMAN et al., 2002).

2.4 HIDROXIAPATITA

A necessidade de obtencdo de novos materiais, para substituicdo de partes
do corpo humano que foram destruidas ou danificadas, conduziu a ciéncia das mais
diferentes &reas a investigacdo das bioceramicas. As ceramicas bioativas
compreendem a maior familia de enxertos aloplasticos usados para aumento de
volume 6sseo e incluem o fosfato de célcio e a hidroxiapatita (HP) sintética (MISCH,
2000).

A HP é o principal componente inorganico e natural do 0sso, possuindo
Otimas caracteristicas de biocompatibilidade e rapida ligacdo com tecidos duros e
moles adjacentes (GARG, 1999). As propriedades fisicas e quimicas da
hidroxiapatita disponivel comercialmente afetam sua taxa de reabsorcdo. Grandes
particulas de HP demoram mais tempo para serem reabsorvidas e permanecem por
mais tempo no local enxertado, enquanto particulas mais porosas permitem um
maior crescimento 0sseo invasivo de sua estrutura, assim mais rapidamente
reabsorvidas. Portanto, quanto mais cristalina for a hidroxiapatita disponivel, menor
sera sua taxa de reabsorcdo (MISCH, 2000; GARG, 1999). Os sdlidos e densos
blocos de hidroxiapatita resistem a altas forgcas compressivas, mas sS&o mais

quebradicos e ndo permitem a invaséo celular de tecido 6sseo. (GARG, 1999).
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Por outro lado, também h& uma série de cerdmicas de fosfato de célcio
utilizadas em enxertos 0sseos dentarios, consideradas biocompativeis, entre as
quais esta incluido o tricalcio fosfato, semelhante a hidroxiapatita; porém, este nao é
um componente natural do tecido 6sseo. No corpo humano, o TCP (tricalcio fosfato)
€ convertido, em parte, em hidroxiapatita e sua taxa de reabsor¢éo varia de acordo
com sua estrutura quimica, sua porosidade e o tamanho de suas particulas. O TCP
possui propriedades osteocondutivas e favorece a formacdo de uma matriz para a
deposicdo de novo osso; desta forma, pode ser utilizado juntamente com outros
materiais osteoindutivos para melhorar as caracteristicas de manuseio durante a
manipulagédo do material a ser enxertado (GARG, 1999).

Buscando um material ceramico que satisfaca as exigéncias ideais para
utilizacdo em enxertia, Piattelli, Scarano e Mangano (1996) e Boix et al. (2004),
utilizaram a mistura de hidroxiapatita cristalina com o tricalcio-fosfato (B-TCP),
material que nesta pesquisa esta representado pelo Straumann® BoneCeramic.

Através da utilizacdo das bioceramicas na odontologia atual e de trabalhos
cientificos que abordam o assunto, ficou comprovada sua capacidade
osteocondutora em diversos estudos in vitro e in vivo (KASTEN et al., 2008;
MOORE; GRAVES; BAIN, 2001). Porém, os resultados encontrados entre a
interacdo da hidroxiapatita com osteoblastos séo conflitantes. Dessa forma, alguns
estudos in vitro vém sendo desenvolvidos para avaliar este comportamento celular
(HOFMANN et al., 2003).

Por exemplo, Lin, Chow e Leng (2009), através de cultura de células-tronco
mesenquimais de ratos, testaram, in vitro, a osteoinducdo na presenca da HP.
Conforme esse trabalho, a HP testada apresentou resultados positivos em relacao
aos marcadores 0sseos na cultura celular de células-tronco mesenquimais
indiferenciadas, com a confirmacgédo de marcadores da linhagem osteogénica, como,
por exemplo, fosfatase alcalina, colageno do tipo | e osteocalcina.

No contexto de matriz ideal, as ceramicas bioativas sdo muito Uteis para
células da linhagem osteogénica e a combinacdo de estudos in vivo e in vitro levam
a um melhor entendimento das reacdes superficiais que ocorrem nas ceramicas
bioativas e seus efeitos na formacéo 6ssea e na funcéo celular (DUCHEYNE; QIU,
1999).
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2.5 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O plasma rico em plaquetas (PRP) tem sido exaustivamente pesquisado na
area odontoldgica, sendo empregado principalmente em pequenos enxertos 0Sseos
na regido alveolar para futuros implantes dentérios, cirurgias periodontais e maxilo-
faciais (WHITMAN; BERRY, 1998). Ultimamente, um numero vasto de pesquisas
cientificas enfatizam a capacidade regenerativa do plasma rico em plaquetas (PRP),
a partir dos varios fatores de crescimento. Tem sido utilizado para acelerar as fases
da cicatrizacdo da ferida cirargica por ser um produto autégeno, organico e
biocompativel (LYNCH, 1999; ANITUA, 1999).

A composicao bioquimica do PRP é constituida por plasma, leucocitos e
plaquetas. As plaguetas representam o componente mais importante devido a sua
capacidade de liberar fatores de crescimento. Esses fatores sdo mediadores
naturais que possuem acdes primordiais sobre processos de reparo e regeneracao,
uma vez que regulam diversos eventos celulares; como, por exemplo, quimiotaxia,
citodiferenciacgéo, sintese de DNA e a sintese da matriz (MARX, 1999).

Tendo em vista as plaguetas como nosso alvo de interesse, trés principais
fatores de crescimento derivados dos granulos a-plaquetarios devem ser relatados:
fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento de
transformacdo beta (TGF-B) e o fator de crescimento similar a insulina (IGF-I)
(MARX, 1999).

O PDGF possui vérios efeitos positivos em feridas cicatriciais, porque
estimula a mitogénese celular, aumenta a quantidade de células responsaveis pela
cicatrizacdo, estimula a angiogénese e a regulacdo de outros fatores de
crescimento. Todas essas propriedades do PDGF possibilitam o aumento da fungéo
e da diferenciagéo celular fibroblastica e osteoblastica (MARX, 1999).

J&, os fatores transformadores de crescimento beta (TGF-B1 e TGF-B2) ndo
apenas iniciam a regeneracdo 0ssea, mas também se mantém no local como
responsaveis pela remodelacdo e maturacdo dos enxertos 6sseos. A funcdo mais
importante desses dois fatores de crescimento € a capacidade de quimiotaxia, bem

como a capacidade mitogénica de células osteoblasticas precursoras (MARX, 1999).
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Por ultimo, ha o fator de crescimento similar a insulina (IGF-I) secretado pelos
osteoblastos durante a formacdo Ossea, que aumenta a osteogénese e acelera a
deposicao 0ssea (MARX, 1999; GIANNOBILE, 1999).

Estabelecer um método barato e eficiente de preparacédo do plasma rico em
plaguetas e seus fatores de crescimento tem sido um grande desafio nos dias
atuais. Diversas técnicas e protocolos vém sendo descritos por diferentes
pesquisadores. Ha pelo menos de dois sistemas separadores celulares de
plaguetas. O mais avancado e mais rapido € denominado de CAPSS (Sistema
separador avancado compacto de plaquetas). Neste sistema, aproximadamente 150
ml de sangue sé&o retirados do braco do paciente e a partir desse volume total
apenas 15 ml de PRP séo isolados (LYNCH, 1999). No segundo sistema, um técnico
ou uma enfermeira bem treinados podem coletar o PRP em até 30 min através de
duas centrifugacdes. Assim que o sangue é centrifugado, tem-se a separacdo em
trés gradientes: plasma pobre em plaquetas (PPP), plasma rico em plaquetas (PRP)
e, por ultimo, o mais denso, as células sanguineas vermelhas (MARX, 1999). O gel
final de PRP é obtido através da adicdo de trombina autégena e gluconato de calcio
ao PRP, que ativam o sistema de coagulacédo e as plaquetas (EFEOGLU; AKCAY;
ERTURK, 2004).

No intuito de exemplificar a agdo do PRP Marx et al. (1998), dividiram em trés
grupos mandibulas com defeitos ésseos acima de 5 cm para aplicacdo de enxertos:
mandibulas nativas, sem enxerto 6sseo; mandibulas com enxerto 6sseo sem PRP e,
por ultimo, mandibulas com enxerto &ésseo acrescido de PRP. Através de
histomorfometria, o grupo de mandibulas enxertadas com PRP teve aumento médio
de tecido 6sseo trabecular de 74% contra 55% para o grupo de enxerto sem PRP.
Além disso, regibes enxertadas com PRP, nesse estudo, entre 0 4° e 0 6° més,
apresentaram um sistema maduro de Havers (MARX et al., 1998).

Por ultimo, podemos ainda mencionar o estudo experimental in vitro de
Krasna et al. (2007) que através da cultura celular de fibroblastos humanos
avaliaram a proliferacdo das células apos a adicdo de PRP. Através de seus
resultados ficou comprovado que a proliferacdo celular € dependente do PRP e

também de sua concentragdo aplicada.
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2.6 CITOTOXICIDADE DOS MATERIAIS

A necessidade de materiais biocompativeis na odontologia tem requisitado
ensaios de citotoxicidade que identificam possiveis efeitos danosos aos tecidos orais
antes de serem utilizados na préatica clinica. Citotoxicidade € o ensaio que mede a
guantidade de morte celular causada pelo material ou seus extratos. A presenca do
material em contato com as células pode desencadear a cascata de eventos
moleculares que interferem na sintese macromolecular, causando danos celulares
funcionais e ou estruturais (MURRAY et al., 2000).

A avaliacdo in vitro dos materiais odontolégicos tem como objetivo analisar a
biocompatibilidade que é a capacidade do hospedeiro apresentar uma boa resposta
frente ao novo material. Uma reacdo adversa pode ser resultante de toxicidade do
material odontologico, podendo ser avaliado através de testes in vitro, experimentos
com animais e ensaios clinicos. A cultura de células para testes in vitro de toxicidade
€ 0 método mais utilizado em materiais odontoldgicos (POLYZOIS, 1994).

O objetivo dos testes in vitro de biocompatibilidade é estimular reacfes
biolégicas do material, quando colocado sobre ou dentro dos tecidos. Este método é
0 mais vantajoso em relacdo aos custos, reduzindo surpresas negativas no uso de
animais e em ensaios clinicos (HANKS; WATAHA; SUN, 1996).

A viabilidade celular pode ser avaliada através de varios métodos, no entanto
fica indicado que a pesquisa utilize um método que exija um menor tempo com alto
grau de precisdo das amostras (MOSMANN, 1983).

2.7 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE ATRAVES DO MTT

O teste MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
constitui-se em um modelo para avaliar a viabilidade celular, de forma rapida e
objetiva, com base em uma reacgédo colorimétrica. O MTT, quando incubado com
células vivas, tem seu substrato quebrado por enzimas mitocondriais denominadas
succinato desidrogenase, transformando um composto amarelo para um composto

violeta (Formazan). A quantidade de cristais formados é diretamente proporcional ao
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namero de células viaveis. Assim, quanto mais escura a coloracdo, ao final da
reacdo, maior € viabilidade celular e a atividade da cadeia respiratoria. A densidade
Optica resultante do teste MTT € determinada em espectrofotdmetro de absorbancia
(MOSMANN, 1983).

Revisando a literatura atual, constata-se que o ensaio de MTT vem sendo
amplamente aplicado como um teste de citotoxicidade em culturas celulares e
utilizado nos trabalhos cientificos odontolégicos (BEAN et al.,, 1995; OZDEMIR,;
YILMAZ H; YILMAZ S, 2009). Também pode ser empregado in vivo, como na
avaliacao da viabilidade celular do ligamento periodontal de ratos que tiveram seus
molares extraidos e, posteriormente, reimplantados. Os achados histolégicos nesse
experimento foram coincidentes com o teste MTT. O presente ensaio foi uma
ferramenta importante para a avaliacdo da viabilidade celular do ligamento
periodontal da superficie de raizes (KIM et al., 2007a).

O teste MTT também pode ser empregado para avaliacdo de dano pOs-
preservacdo a frio de oOrgdos provenientes de cadaveres doadores. Diferentes
concentracbes de MTT, periodos de incubacdo e pesos de fragmentos foram
testados em fragmentos corticais renais de ratos apés preservacao a frio (PERES et
al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar, in vitro, o potencial citotoxico do acido hialurdnico, do plasma rico
em plagquetas e da hidroxiapatita, associados ou nao, sobre células pré-

osteoblasticas da linhagem OFCOL II.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar a morfologia das células presentes no composto celular dos
grupos teste e controle;

— Comparar a viabilidade das células em cultura, pertencentes aos grupos
testes e controle;

— Avaliar o efeito do acido hialurénico, do plasma rico em plaquetas e da
hidroxiapatita, quando aplicados isoladamente ou em conjunto sobre as

células pré- osteoblasticas da linhagem OFCOL Il.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo analitico, experimental, in vitro e controlado. Foi realizado através da
andlise da citotoxicidade do &cido hialurénico em culturas in vitro das células pré-
osteoblasticas da linhagem OFCOL Il, através do teste colorimétrico de MTT, com a
presenca de grupo controle e grupos experimentais.

O trabalho proposto foi realizado no Laboratério de Diferenciacao,
Proliferacéo e Viabilidade Celular do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

4.2 ASPECTOS BIOETICOS

Esta pesquisa foi realizada apés a aprovacdo da Comissao Cientifica e de
Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul — protocolo n°0023/10 (ANEXO A).

4.3 OBTENCAO DAS CELULAS PRE-OSTEOBLASTICAS DA LINHAGEM OFCOLII

As células para o experimento foram obtidas do banco de células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), ndo utilizando para tal o emprego
de animais. As células pré-osteoblasticas denominadas OFCOL Il foram previamente
isoladas do fémur de camundongos Balb/c e congeladas (BALDUINO et al., 2005).
(ANEXO B).

A ampola com a linhagem de células OFCOL Il foi retirada do nitrogénio
liquido, descongelada em banho-maria a 37° C e a suspenséo celular foi transferida

para um frasco de cultura contendo Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
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com 15% de soro fetal bovino e gentamicina 10pug/ml na capela de fluxo (Figura 2).
Apébs a adeséo das células ao frasco de cultura, o meio foi trocado para eliminagcéo
de resquicios de meio de congelamento e restos celulares com Dimetil sulféxido
(DMSO) (Henrifarma, Sao Paulo, Sédo Paulo, Brasil). As culturas de OFCOL Il foram
incubadas e mantidas em estufa umidificada a 37°C, contendo 5% de CO, e 95% de
ar para a manutencao do ph 7,4, préximo ao fisiolégico (Figura 3 e 4). Ao atingirem a
semi-confluéncia, as células foram lavadas com Solu¢do Salina Tamponada sem
Célcio e Magnésio (CMF-PBS) (Henrifarma, S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil),
tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e cultivadas em placa de 96 pocos
na densidade de 5x10° células em um volume de 21pl de DMEM 15% em cada poco
das quadruplicas dos grupos experimentais e do grupo controle (Figura 3). As
células foram semeadas 24 horas anteriormente a colocacdo do acido hialurénico e
PRP, quando atingiram a semi-confluéncia (80% de crescimento). Para andlise da
proliferacdo celular foi utilizado o ensaio MTT apds 48 horas de cultura celular

expostas ao acido hialurénico.

Figura 2: Capela de fluxo laminar vertical
Fonte: O autor (2010)



Figura 3: Placa de 96 wells OFCOL Il (5x10% em 21ul de DMEM 15%
Fonte: O autor (2010)
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Figura 4: Incubadora de CO,, a qual mantém a temperatura de 37° C,
com 5% de CO, e 95% de O,
Fonte: O autor (2010)
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4.4 APLICACAO DO ACIDO HIALURONICO

A matriz de acido hialurénico Teosyal 30G Touch up® (Teoxane, Geneva,
Suica), em que cada 1ml do produto contém 25 mg de acido hialurénico em ph de
7,3, foi colocada em cada poc¢o 25 ul em quadruplicatas nos grupos A, B, C e E. Esta
quantidade de acido hialurdnico foi determinada conforme curva de concentracao
previamente realizada através do teste MTT. O objetivo neste momento foi testar o
volume necessario de meio de cultura DMEM 15% juntamente com 25 pul do &cido
hialurénico sobre células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (MSC-TA). Para
realizacdo desta curva de dose foram criados 2 grupos com quatro wells cada
(quadruplicatas). O grupo controle com 2x10° células (MSC-TA) acrescido de DMEM
15% e o grupo teste com 2x10° células (MSC-TA) acrescido de DMEM 15% e 25
de &cido hialurénico. Dentro desses grupos testamos o volume de 50 pl, 100 pl e
150 pl em quadruplicatas de meio DMEM 15%, conforme tabela 1 e figura 5.

Tabela 1: Média e Desvio Padrao de Absorbancia da Curva de

Concentragao
MEIO
, DESVIO
TRATAMENTO DMEM | MEDIA . N
PADRAO
15%
50 0,920 0,074 4
AH + CELULA + DMEM 100 1,017 0,254 4
150 0,852 0,029 4
50 0,953 0,047 4
CELULA + DMEM 100 1,053 0,043 4
150 1,033 0,115 4

Fonte: O autor (2010)

Legenda:

— AH: Acido Hialurénico

- DMEM 15%: Meio Essencial Minimo
Modificado por Dulbecco

— Célula: 2x10° (MSC-TA)
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Conforme modelo ANOVA e a falta de homogeneidade de variancias utilizou-

se a transformacdo Rank, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos

(p=0,070 e entre os volumes aplicados p=1,000).

1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -

0,200 -

MTT-densidade optida O.D

—

0,000

50

100

Concentragao

150

AH+ CELL
+DMEM

— DMEM+cell

Figura 5: Grafico da Curva de Concentracdo
Fonte: O autor (2010)

Legenda:

AH: Acido Hialurénico
Meio Essencial Minimo
Madificado por Dulbecco

Cell: 2x10°% células (MSC-TA)

DMEM 15%:

Mesmo ndo havendo diferenca estatistica no teste MTT para os volumes

aplicados sobre as células-tronco mesenquimais, optou-se pelo volume de 100 ul de

meio de cultura DMEM 15% em 25 pl de &cido hialurénico, uma vez que este

apresentou maior viabilidade celular. Apés a diluicdo inicial de 25 pl de Teosyal em

100 pl de DMEM 15%, obtivemos uma concentracgéo final de 2,97 mg/ml de acido

hialurénico, sendo que o volume final total de cada poco foi de 210 pl.
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4.5 OBTENCAO E PREPARO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Para o preparo do PRP (plasma rico em plaquetas), aproximadamente 15 ml
de sangue humano foram colhidos em 3 tubos especificos de 5 ml contendo citrato
de sodio a 3,2%, comercialmente disponivel (BD Vacutainer / Buff Na. Citrate - ref.:
369714). Foram realizadas duas centrifugacdes, uma primeira a 400 g, por 10 min.,
para retirada do plasma sanguineo (Figura 6). ApOs a centrifugacdo, o
sobrenadante, até a interface com as hemécias, foi completamente retirado com o
uso de pipeta sorologica. O sobrenadante foi colocado em um segundo tubo (do tipo
Falcon) que passou pela segunda centrifugacdo (Figura 7). Esta foi realizada a 800
g, por 10 min, e teve a finalidade de concentrar as plaquetas. Apds a centrifugacéo,
0 sobrenadante foi totalmente retirado e parte dele foi devolvida ao tubo, de forma
que o material contido no tubo, ao final, foi 10% do material inicial coletado. O
procedimento foi iniciado a partir de 15 ml de sangue, de maneira que, ao final,
obtivemos 1,5 ml de PRP.

Para obtencéo da trombina autéloga, transferimos 1,2 ml da parte superior da
coluna de plasma com plaquetas, apds a primeira centrifugacao a 400 g por 10 min.
para um tubo Falcon de 15 ml estéril. Neste 1,2 ml de plasma com plaquetas
acrescentamos 0,3 ml de gluconato de calcio a 10% e colocamos o tubo em banho-
maria a 37°C durante 15 min. para ocorrer a geleificacdo do plasma. Logo ap6s uma
nova centrifugacado de 800 g por 10 min foi realizada, resultando na separacéo de
um liquido claro no tubo.

O gel de plasma rico em plaquetas foi finalmente obtido por meio da adicdo
de 2,5 pl da trombina autéloga a 12,5 ul de plasma rico em plaguetas em uma
proporcao de 1:5. Apds a mistura um periodo de 1 min foi necessario que o gel se
formasse nos poc¢os em quadruplicatas dos grupos testes A, B, F e G. O volume de
12,5 pl foi determinado conforme estudo de Krasna et al. (2007) em que foi aplicado
10 pl de PRP sobre as células fibroblasticas humanas. Através dos resultados
obtidos, observou-se que o PRP in vitro estimula a proliferacdo celular e é dose
dependente, quanto maior a dose no meio de cultura DMEM maior € a proliferacao

celular.
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Figura 6: Preparagédo PRP e Trombina Humana (1% Centrifugac&o)
Fonte: O autor (2010)

Figura 7: Preparagédo PRP e Trombina Humana (2% Centrifugac&o)
Fonte: O autor (2010)
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4.6 APLICACAO DA HIDROXIAPATITA

O Straumann® BoneCeramic (BIORA AB, Malmo, Suica), totalmente sintético,
composto de uma mistura de 60% de hidroxiapatita (HP) e 40% de B-tricalcio fosfato
(B-TCP) e porosidade de 90%, com poros interconectados de diametro de 100-
500um, foi pesado e colocado 4mg em cada poco do grupo teste A, B, C e D
anteriormente ao experimento. Apds pesado e colocado nos wells da placa de 96
wells (TPP, St. Louis, MO, EUA), a placa foi colocada na UV (ultra-violeta) para
esterilizar a hidroxiapatita e guardada em embalagem estéril até o dia do

experimento.

4.7 DISPOSICAO DAS AMOSTRAS

Para avaliagdo do metabolismo e da morfologia celular em contato com o
acido hialurdnico foram criados 7 grupos experimentais e 1 grupo controle em
quadruplicatas. Os grupos experimentais e controle foram semeados em uma placa
de 96 wells (TPP, St. Louis, MO, EUA) para analise de viabilidade celular através do

teste MTT e divididos da seguinte maneira:



G

H
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Figura 8: Placa de 96 wells
Fonte: O autor (2010)

Legenda:

— Grupo A: células + AH + PRP com
trombina + HP

— Grupo B: células + AH + PRP+ HP

— Grupo C: células + AH + HP

— Grupo D: células + HP

— Grupo E: células + AH

— Grupo F: células + PRP com trombina

— Grupo G: células + PRP

— Grupo H (controle): células + DMEM

45

O volume total de cada well de todos os grupos foi de 210ul. Para cada well

das quadruplicatas de cada grupo experimental (A, B, C, D, E, F, G) e controle (H)

foram aplicados os seguintes volumes finais:
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VOLUMES APLICADOS

GRUPO
CELS AH PRP HP DMEM TROMBINA
Grupo A (251518%m (25) (12,5 pl) (4mg) (149,)) 2,5 i)
GrupoB | (2lulcom 250l 12,54l 4 1514l
5x10°) (25u) (12,5u) (4mg) (151l
Grupo C | (2lulcom (25ul) (4mg) (164u)
5x10%)
Grupo D (251)1(11 g%m (4mg) (189ul)
Grupo E (Zé)‘jlg%m (25ul) (1644)
Grupo F <251;13£)m (12,50 (1744) (2,5 )
Grupo G (Zé)‘:lg%m (12,50 (176 W)
Grupo H
(controle | (234l com (189 )
positivo)

Quadro 1: Grupos e seus respectivos volumes de cada well

Fonte: O autor (2010)

Legenda:

— Céls: Células

—  AH: Acido Hialurénico
— PRP: Plasma Rico em Plaquetas

— HP: Hidroxiapatita

Em cada poco experimental, foram colocados 21 ul de Meio Eagle Modificado
por Dulbeco (DMEM) (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 15% de
soro bovino fetal (FBS) (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) e gentamicina 10ug/ml
(GIBCO, Grand Island, NY, EUA), contendo 5x10° células imortalizadas da linhagem

cultivada. Essa placa foi mantida 24h em incubadora a 37°C, com 5% de CO,e 95%

de ar (SANYO COM-15A, Japao) apenas com as ceélulas até atingir a semi-

confluéncia de 80%. Quatro pogos foram utilizados para cada grupo, as solugbes

experimentais foram incubadas em contato direto com as células pelo periodo

adicional de 48 horas.

Os valores numéricos foram obtidos por meio de leitura de absorbancia no

comprimento de onda de 550nm menos a leitura de 630nm (microplate reader,
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MOLECULAR DEVICES, SpectraMax® M5, EUA) suportado pelo programa Softmax
Pro 5.2®. Para cada amostra foi determinada uma média da atividade mitocondrial
(metabolismo celular) para a mesma (MOSMANN, 1983), sendo que este mesmo

experimento foi repetido 3 vezes.

4.8 ANALISE DO METABOLISMO CELULAR (MTT)

O método de MTT foi utilizado para a avaliagdo de citotoxicidade e teve como
principio a determinacdo da habilidade de células vivas em reduzir brometo 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazdlico (Across Organics, New Jersey, EUA),
formando cristais insolUveis de Formazan de coloragdo violeta. ApGs o tratamento,
10% de uma solucdo de MTT (5 mg/ml) em PBS foi adicionado a cada poc¢o. Em
seguida, as culturas foram incubadas durante 2 horas a 37°C, ao abrigo da luz, até a
observacédo da presenca dos cristais violetas de Formazan. Para a solubilizacdo dos
cristais de Formazan, 100 pl de Dimetil Sulféxido (DMSO) foram adicionados a cada
well. Logo apoés, foi realizada a leitura espectrofotométrica da absorbancia, em
comprimento de onda de 570nm menos a leitura de 630nm (microplate reader,
Molecular Devices, SpectraMax® M 5, EUA) suportado pelo programa Softmax Pro
5.2®@.

Figura 9: Espectofotdmetro para leitura MTT
Fonte: O autor (2010)
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4.9 ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR ATRAVES DA MICROSCOPIA OPTICA

Para analise da morfologia celular, repetiu-se o mesmo protocolo do
experimento, porém as ceélulas foram semeadas em placas de 24 wells (TPP, St.
Louis, MO, EUA) para melhor visualizagdo e condigcbes de foco. Os grupos
experimentais e controle foram observados diretamente por um microscopio 6ptico
invertido (Nikon-Eclipse, Te 300, Japdo) com lentes objetiva de 10x para um
aumento de 100x e objetiva 20x para um aumento de 200x. A aquisicao das
imagens para analise morfoldgica foi realizada através de uma lente ocular de 10x
adaptada ao microscopico 6ptico e controlada pelo software Nis-Elements F. As

imagens foram calibradas por uma escala micrométrica.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A viabilidade celular foi apresentada por média e desvio padréo, sendo que a
normalidade dos dados foi testada atraves do Teste de Kolmogorov Smirnov. A
comparacao entre grupos em relacdo ao percentual médio de viabilidade foi testada
pela Analise de Variancia (ANOVA) complementada pelo Teste de Comparacfes
Multiplas de Tukey (a=0,05).

A comparacdo entre a média das absorbancias obtidas no controle em
relacdo aos demais grupos experimentais foi através do Teste T.

A elaboracao do banco de dados e das andlises estatisticas foram através do

software SPSS versao 17.0.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE MTT

Os valores numéricos obtidos através da leitura espectrofotométrica de
absorbéancia, em comprimento de onda de 570 nm menos a leitura de 630 nm para
cada amostra determinaram uma média da atividade mitocondrial (metabolismo
celular) para a mesma. O metabolismo celular frente & exposi¢do direta a cada
grupo experimental, quando comparado ao grupo controle, foi encontrada diminuicéo
nos valores de absorbancia (viabilidade celular) com diferenca estatistica nos grupos

B, C e E (p < 0,05) conforme tabela 2 e figura 10.

Tabela 2: Média e Desvio Padrédo de Absorbancia dos Grupos
A B, C D EF GeH

Grupo Experimental Absorbancia p
Média Desvio-padrao
A 0,396 0,072 0,093
B 0,333 0,062 0,013
C 0,340 0,076 0,023
D 0,493 0,038 0,948
E 0,371 0,018 0,032
F 0,449 0,073 0,390
G 0,445 0,049 0,279
H (controle) 0,496 0,069 -

Fonte: O autor (2010)

= nivel minimo de significancia do Teste T
Legenda:
— Grupo A: células + AH + PRP com trombina + HP
— Grupo B: células + AH + PRP+ HP
— Grupo C: células + AH + HP
— Grupo D: células + HP
— Grupo E: células + AH
— Grupo F: células + PRP com trombina
— Grupo G: células + PRP
— Grupo H (controle): células + DMEM
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Figura 10: Grafico de Absorbancia

Fonte:

O autor (2010)

Legenda:

Grupo A: células + AH + PRP com trombina + HP
Grupo B: células + AH + PRP+ HP

Grupo C: células + AH + HP

Grupo D: células + HP

Grupo E: células + AH

Grupo F: células + PRP com trombina

Grupo G: células + PRP

Grupo H (controle): células + DMEM

Ao compararmos todos 0s grupos entre si e considerarmos 0 grupo controle

como 100% obtivemos a viabilidade celular de cada grupo experimental, conforme

tabela 3 e figura 11. Podemos observar diferenca entre os grupos B e C em relacéo

ao grupo H e semelhanca entre os grupos A, D, E, F e G em relacédo ao grupo H.



Tabela 3: Média e Desvio Padrao da Viabilidade Celular

Viabilidade Celular (%)

Grupo Experimental

Média Desvio-padrao
A 79,9° 14,6
B 67,1° 12,6
C 68,6 ° 15,4
D 99,5" 7,7
E 74,878 3,6
F 90,6® 14,8
G 89,8"° 10,0
H 100,0" 0,0

Fonte: O autor (2010)

Legenda:

— Grupo D: células + HP
— Grupo E: células + AH

— Grupo G: células + PRP

— Grupo A: células + AH + PRP com trombina + HP
— Grupo B: células + AH + PRP+ HP
— Grupo C: células + AH + HP

— Grupo F: células + PRP com trombina

— Grupo H (controle): células + DMEM
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Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente através da

Andlise de Variancia, complementada pelo Teste de Comparacbes Mdultiplas de

Tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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Figura 11: Grafico de Viabilidade Celular
Fonte: O autor (2010)
Legenda:
— Grupo A: células + AH + PRP com trombina + HP
— Grupo B: células + AH + PRP+ HP
— Grupo C: células + AH + HP
— Grupo D: células + HP
— Grupo E: células + AH
— Grupo F: células + PRP com trombina
— Grupo G: células + PRP
— Grupo H (controle): células + DMEM

5.2 ANALISE DA MORFOLOGIA ATRAVES DA MICROSCOPIA OPTICA

A figura 12 apresenta a fotomicrografia dos grupos experimentais A, C, D, E,
F e controle H com as células ap0s 48 horas de exposicdo direta ao &acido
hialurénico, plasma rico em plaquetas com trombina e hidroxiapatita no aumento de
100x.
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C: Céls + AH + HP

A: Céls + AH + PRP com trombina + HP

E: Céls + AH

D: Céls + HP

g
S

H (controle): Céls + DMEM

F: Céls + PRP com trombina

plasma rico em plaquetas; HP: hidroxiapatita

; PRP:
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Figura 12: Fotomicrografia dos grupos A, C, D, E, F e H (com aumento de 100x)

Fonte: O autor (2010)
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Através destas imagens podemos observar uma tendéncia a diminuigcdo na
viabilidade celular nos grupos com a presenca do acido hialurénico (grupos A, C, E)
e diferencas em sua morfologia, principalmente no grupo E. A densidade celular
diferente encontrada nas imagens entre 0s grupos nhao esta relacionada
necessariamente ao tipo de tratamento. Nos grupos C e D observamos a particula
de hidroxiapatita (HP) com muitas células no seu contorno.

Ja no aumento de 200x nos grupos A, F e H (controle) podemos observar
nas trés imagens muitas granulacdes escuras no interior celular, sugerindo

organelas ou elevada sintese celular, representado na figura 13.



Legenda: Céls: 5x10° células; AH: &cido hialurénico; PRP: plasma rico em plaquetas; HP: hidroxiapatita

Figura 13: Fotomicrografia dos grupos A, F e H (com aumento de 200x)
Fonte: O autor (2010)

55



56

Podemos observar também a formacéo dos cristais de Formazan no interior
das células apés 2 horas de aplicacdo do MTT no aumento de 100x do grupo C,

conforme figura 14.

C: Céls+AH+HP

Figura 14: Fotomicrografia do grupo C com cristais de Formazan intra-celulares
Fonte: O autor (2010)



57

6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos através do teste MTT nos 7 grupos experimentais
comparados ao grupo H-controle (células + DEMEM) indicaram uma diminui¢do na
viabilidade celular em todos os grupos com a presenca do TEOSYAL®. No grupo B
(células + AH + PRP + HP), no grupo C (células + AH + HP) e no grupo E
(células+AH) tivemos diferenca de absorbancia comprovadas estatisticamente (p <
0,05). Ja o grupo A (células + AH + PRP com trombina + HP) houve uma tendéncia
similar, porém nao estatisticamente significante. Nos grupos D (células + HP), F
(células + PRP com trombina) e G (células + PRP) nao tivemos diferenca estatistica
em relacdo ao grupo H, apesar da reducao da viabilidade.

Através do mesmo teste MTT também foi possivel comparar a viabilidade
entre os grupos. Os grupos com o acido hialurénico de menor viabilidade, o grupo B
com 67% de viabilidade e o grupo C com 68% de viabilidade, foram semelhantes
entre si, mas diferiram significativamente do grupo D (células + HP), o qual
apresentou a maior viabilidade, com 99%. O grupo A (células + AH + PRP com
trombina + HP) com 79% de viabilidade celular, o grupo E (células + AH) obteve
viabilidade de 74%, o grupo F (células + PRP com trombina) com 90% e o grupo G
com 89% (células + PRP) néo diferiram estatisticamente entre si.

Apos a breve descricdo dos achados acima, faz-se importante analisar as
possiveis influéncias do &cido hialurénico, do PRP, da trombina humana, da
hidroxiapatita e da linhagem celular OFCOL Il nos resultados finais.

Primeiramente, em relacdo ao PRP, quando encontrou-se uma viabilidade no
grupo E (células + AH) de 74%, Kim et al. (2007b) também encontraram uma
viabilidade de 72% das células-tronco mesenquimais humanas frente ao &cido
hialurbnico de alto peso molecular (170,000Da) no mesmo periodo de tempo.
Porém, ao adicionarem BMP-2 no gel de &cido hialurdnico, a viabilidade celular
aumentou para 81%. Com este mesmo objetivo, neste ensaio foi adicionado PRP
humano e obteve-se uma viabilidade celular aumentada para 79% no grupo A
(células + AH + PRP com trombina + HP).

O objetivo de acrescentar PRP foi melhorar a resposta em relacdo a
viabilidade celular, uma vez que o PRP apresenta, entre outros, fator de

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de transformacao
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beta (TGF-Bs) e o fator de crescimento similar a insulina (IGF-I) (MARX, 1999). A
adicdo de trombina humana nos grupos A (células+AH+PRP com trombina + HP) e
F (células + PRP com trombina) teve o objetivo a ativacdo plaquetéaria, sendo que
ocorreu uma pequena melhora na viabilidade celular para os grupos com trombina
como o grupo A (células +AH + PRP com trombina + HP) e F (células + PRP com
trombina).

Krasna et al. (2007) testaram in vitro a aplicacdo do plasma rico em plaguetas
na proliferacdo de células fibroblasticas humanas. Os autores testaram 5 diferentes
concentracdes de plasma rico em plaquetas (0, 0.2, 2, 10 e 20%) diluidos no meio
de cultura. A maior concentragédo (20%) apresentou maior resposta ao teste MTT,
comprovando que a estimulacéo celular pelo PRP € dose dependente. Portanto, o
experimento de Krasna et al. (2007) foi importante na determinacdo do volume de
PRP aplicado sobre as células OFCOL II.

Com este mesmo objetivo, ARPORNMAEKLONG et al. (2004) em um estudo in
vitro aplicaram PRP em baixas e em altas concentracbes sobre células pré-
osteoblaticas de ratos e avaliaram proliferacdo e diferenciacdo celular. Através de
seus resultados também tivemos uma maior proliferagcdo celular nos grupos
celulares com alta concentracdo de PRP, comprovando também sua dose
dependéncia na proliferacéo celular.

No entanto, mesmo observando as vantagens do PRP quando aplicado sobre
células em diversos estudos, neste ensaio, 0s grupos F (células + PRP com
trombina) e G (células + PRP) tiveram alta viabilidade celular, mas o PRP nao foi
capaz de atuar como um agente potencializador de proliferacdo celular. Todos os
grupos, com a presenca do PRR, ndo superaram a viabilidade celular encontrada no
grupo H-controle (células + DMEM).

Em relacdo ao &cido hialurénico TEOSYAL®, apresentado na formulacéo
mais nativa dentre os acidos hialurbnicos existentes, testou-se neste primeiro
momento a citotoxicidade sobre as células pré-osteoblasticas OFCOL Il. Importante
salientar que o termo citotoxicidade é utilizado para descrever a cascata de eventos
moleculares que interferem na sintese molecular, causando disfunc¢des celulares e
danos estruturais (MURRAY et al., 2000).

A diminuicdo na viabilidade celular nos grupos com a presenca do
TEOSYAL® pode sugerir algumas novas hipoteses do efeito deste material. Mesmo

sebendo que este estudo buscou no acido hialurénico uma matriz biocompativel
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(FRIEDMAN et al., 2002), de origem nao animal ndo-alergénica e ndo imunogénica
(LARSEN et al.,1993; MICHEELS, 2001), seu efeito foi inibitorio sobre as células.

A primeira explicacdo para reducdo da viabilidade celular verificada, sendo
um fator considerado muito relevante em varios outros estudos in vitro do acido
hialurdnico frente a células osteoblasticas, € o peso molecular do 4cido em questédo
(KUNZE et al., 2010; PILLONI; BERNARD, 1998; HUANG et al., 2003).

Na literatura atual ha muita discussdo em relacdo a capacidade proliferativa
ou inibitéria do acido hialurénico de alto peso molecular. O acido hialurénico de alto
peso molecular e nas concentragcdes entre 50ug/ml e 1mg/ml tem revelado estimulo
a proliferacdo de condrécitos (KAWASAKI et al., 1999), fibroblastos (YONEDA et al.,
1988) e melanomas (AHRENS et al., 2001). Outros autores reportam que o acido
hialurénico de alto peso molecular inibe a proliferacdo de fibroblastos (BODO et
al.,1993), queratindcitos (HARVIMA et al., 2006), células do ovéario (DUBE et al.,
2001), células do tenddo (WIIG; ABRAHAMSSON, 2000; WIIG; ABRAHAMSSON,;
LUNDBORG, 1996) e macréfagos (SHEEHAN et al., 2004).

Portanto, a diminuicdo da viabilidade celular pode ser especulada pela forma
de apresentacdo deste &cido hialurdénico, uma vez que o material testado apresenta
alto peso molecular. Aproximando esta pesquisa a outros estudos in vitro que
utilizaram células osteoblasticas e &cido hialurénico de alto peso molecular (>
1000kDa) ficou comprovada a inibicdo na proliferacéo celular enquanto que o acido
hialurdnico de baixo peso molecular (< 50kDa) estimulou a proliferacdo celular
(KUNZE et al, 2010; PILLONI; BERNARD, 1998). Frente aos resultados
encontrados e relacionados aos demais achados por outros pesquisadores,
podemos sugerir que a viabilidade celular frente ao acido hialurénico in vitro pode
estar relacionada com a concentracdo e o peso molecular do acido utilizado. Nesta
pesquisa a concentragao utilizada foi 2,97 mg/ml, determinada conforme Curva de
Concentracdo, portanto utilizou-se uma concentracdo trés vezes maior que a
recomendada por Kawasaki et al., 1999; Yoneda et al., 1988 e Ahrens et al., 2001.
Desta maneira, a concentracdo utilizada também pode ter influenciado a diminui¢éo
da viabilidade celular OFCOL Il observada nos resultados.

Outro fator ainda relacionado ao &cido hialurénico é a auséncia da enzima
hialuronidase neste estudo in vitro, visto que esta auséncia pode aumentar a
resisténcia a metabolizagdo da molécula do &cido, permanecendo esta por mais

tempo na sua forma mais natural. Com a possivel degradacdo do presente acido
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pela hialuronidase teriamos moléculas menores. A vantagem da quebra da molécula
do acido hialurénico de alto peso molecular em moléculas menores € sua acgao
estimuladora celular, porém também pode desencadear a cascata de sinalizacao
relacionada a resposta inflamatéria (NOBLE, 2002).

Quanto ao comportamento da hidroxiapatita em relacdo as células, verificou-
se um resultado positivo ao atingir uma viabilidade de 99% no grupo D (células +
HP). No entanto, a hidroxiapatita ndo foi capaz de reverter o efeito inibitério do acido
hialurénico, ja que o grupo C (células + AH + HP) apresentou uma das menores
viabilidades celulares registradas neste experimento. Através das imagens também
observou-se que as células aderiram-se nas particulas de hidroxiapatita, porém este
material ndo influenciou a viabilidade celular.

Partindo para uma analise mais ampla, porém ndo menos importante, faz-se
necessario reiterar que os presentes resultados foram obtidos em testes in vitro.
Estes estudos in vitro, apesar de varios beneficios, apresentam certas limitacbes em
relacdo aos estudos in vivo. Na engenharia tecidual os estudos in vitro ndo permitem
a aplicacdo da forca muscular provocada pelo sistema muasculo-esquelético
responsavel pela inducdo fisiologica de formacdo de tecido 6sseo (SPECTOR,
1999). Os achados de Kim et al. (2007b) tiveram resultados diferentes para o
mesmo &cido hialurénico aplicado in vitro e in vivo, uma vez que os achados para 0s
testes in vivo foram melhores em relacédo a formacao de tecido ésseo.

Considerando que o presente estudo de forma quantitativa, através do teste
colorimétrico MTT, mostrou uma viabilidade celular média com a presenca do acido
hialurdnico de 72% e de forma qualitativa, através da microscopia, indicou alta
sintese celular, sugere-se estudos adicionais com o presente acido hialurénico in
vitro e in vivo. Ou ainda, sugere-se testar alteraces na férmula de acido hialurénico,
com modificagBes entre suas ligacbes como a adicdo de ésteres e quebra da
molécula no intuito de melhorar suas caracteristicas estruturais. Porém, lembrando
de que toda e qualquer alteragdo na molécula do &cido hialurbnico ndo devera

hY

alterar suas propriedades quanto a viscoelasticidade e funcdes biologicas.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo e nas condicbes em que foram

obtidos é possivel concluir que:

- A presenca do &cido hialurénico TEOSYAL® diminuiu a viabilidade
celular no ensaio de citotoxicidade;

- A adicdo de plasma rico em plaguetas aumentou a viabilidade na
presenca do &cido hialurénico, porém nao foi capaz de potencializar a
viabilidade de forma a equiparar-se com o grupo H (controle). A
presenca de trombina no PRP mostrou pequena melhora na viabilidade
celular;

- A hidroxiapatita atuou simplesmente como um arcabouco celular, onde
as células aderiram-se, no entanto, ndo teve influéncia indutora ou
inibidora na viabilidade celular;

- N&o podemos afirmar que o presente acido hialurénico apresenta efeito
citotoxico sobre as células, dada a viabilidade celular média de 72%

encontrada.
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