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RESUMO

Este estudo teve como finalidade analisar a viabilidade celular de fibroblastos
gengivais de ratos provenientes de cultura primaria, semeados sobre duas
membranas diferentes: matriz de nanocelulose bacteriana (BNC) e matriz dérmica
acelular (ADM - SureDerm®).

Cinco ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus)  foram
selecionados para a coleta de células para o estabelecimento da cultura primaria.
Para tal, foi realizada bidpsia da mucosa ceratinizada proveniente do palato dos
animais em questao, que posteriormente foi removido. O material obtido foi cultivado
em garrafas de cultura e a proliferacdo e crescimento posteriormente verificados
através de microscopio Optico no Laboratério de Tecnologias Integradas (InteLAB)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Apos estabelecimento da cultura primaria de fibroblastos, células da quinta
passagem foram suplementadas com PRP (Plasma Rico em Plaquetas)
provenientes dos ratos e semeadas sobre as membranas em placas de cultura. Para
a verificagao da viabilidade celular, foi realizado teste por método colorimétrico MTS.

A cultura primaria foi estabelecida de maneira satisfatoria e verificou-se a
proliferacdo dos fibroblastos sobre a placa. Ambas membranas foram classificadas
como viaveis e demonstraram respostas semelhantes entre si. Através da analise
estatistica One-way (ANOVA) seguida pelo teste de Tuckey n&do houve diferenga
entre ADM e BNC (p>0,05).

Conforme estabelecimento de fibroblastos sobre as membranas de BNC e
ADM péde-se concluir que ambas sdo potenciais arcabougos para fibroblastos.
Apesar dos resultados positivos é necessaria a realizagdo de novos testes para a
comprovacao do teste in vivo, sendo assim alternativas em quadros clinicos com

necessidade de utilizacdo de enxertia de tecido mole.

Palavras-chave: membranas, arcabouco, fibroblastos, ratos.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the cellular viability of gingival fibroblasts
from rats from primary culture, seeded on two different membranes: Bacterial
Nanocelluose (BNC) and Acellular Dermal Matrix (ADM - SureDerm ®).

Five Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) were selected for collection of
cells to establish a primary culture. For this, a biopsy of the keratinized mucosa from
the palate of the animals in question was performed, which was later removed. The
material obtained was cultured in culture bottles and the proliferation and growth
were verified by optical microscope at the Integrated Technologies Laboratory
(InteLAB) of the Federal University of Santa Catarina (UFSC).

After the establishment of the primary culture of fibroblasts, cells from the fifth
passage were supplemented with PRP (Platelet Rich Plasma) from rats and seeded
onto membranes in culture dishes. For verification of cellular viability, a MTS
colorimetric test was performed.

The primary culture was established satisfactorily and proliferation of the
fibroblasts was seen on the plate. Both membranes were classified as viable and
demonstrated similar responses among themselves. A statistical analysis One-way
(ANOVA) followed by the Tuckey test showed no difference between ADM and BNC
(p> 0.05).

According to the establishment of fibroblasts on the membranes of BNC and
ADM it was concluded that both are potential scaffolds for fibroblasts. Despite the
positive results it is necessary to carry out new tests for the in vivo comprobation,

thus being alternatives in clinical settings that need the use of soft tissue grafting.

Key-words: membranes, scaffolds, fibroblasts, rats.
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1 INTRODUGAO

Enxertos de tecido mole autdgeno s&o considerados padrao-ouro atualmente
na Odontologia por possuirem alta capacidade cicatricial. Esses materiais sao
utilizados com a finalidade de substituir um tecido perdido para que ocorra uma
regeneragao tecidual mais eficaz. Contudo, nesses procedimentos, ha a
necessidade de uma segunda area doadora, o que justifica a procura por uma
técnica reconstrutiva menos invasiva, podendo assim evitar uma nova area cirurgica.
Para tal, a engenharia tecidual visa a criagdo de um arcabougco de material
absorvivel ou nado, capaz de armazenar células e fatores de crescimento que
possam auxiliar no desenvolvimento de melhores técnicas dentro da odontologia,
mais especificamente na area da periodontia e implantodontia.

A busca pela saude periodontal em associacdo com uma estética favoravel é
uma questdo muito visada atualmente. Em procedimentos cirurgicos odontologicos,
alguns tecidos podem ser lesionados, além da possibilidade de ocorréncia de
recessdes, retragées gengivais e a propria auséncia de mucosa ceratinizada, nao
conseguindo se restabelecer de maneira adequada ou n&o se assimilando a
naturalidade e padrdes estéticos (PEREIRA, A., 2010). Conforme citado por Coura
(2004), os tecidos moles que circundam a cavidade oral sdo manipulados com
bastante frequéncia pelo cirurgido-dentista e devido a isso, a busca pela obtengao
de analogos teciduais para restabelecer a fungdo, forma e estética constitui uma
necessidade tanto clinica como socioecondmica. Além disso, nao ha apenas a
preocupagao do paciente com o resultado final, mas também do cirurgido-dentista
para com seu paciente, buscando evitar um pds-operatério desconfortavel e
desfavoravel e buscando uma menor morbidade (COURA et al., 2005).

A engenharia tecidual € uma area de estudos que aprofunda os
conhecimentos realizando testes desses diferentes materiais, auxiliando
grandiosamente o cirurgido-dentista nas técnicas reconstrutivas e trazendo novos
conhecimentos, tornando a odontologia mais conservadora. Quanto a utilizagdo de
enxertos, a engenharia de tecidos institui uma triade que diz respeito aos fatores
necessarios para o estabelecimento e viabilidade de uma membrana, para possivel

utilizacdo como enxerto de origem artificial; esta triade assim se compde: células
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cultivadas, matrizes “scaffolds” e mediadores soluveis, a exemplo dos fatores de
crescimento (UEDA et al., 2000).

Como ja citado por Coura (2005, p.191 apud TEN CATE, 1989), os
fibroblastos s&o as células responsaveis pela formacdo e manutengdo da matriz
extracelular e produgéo de fibras colagenas do ligamento periodontal. Na busca pela
regeneragao de tecido mole periodontal ou peri-implantar, a manipulagdo e cultivo
destas células permite o estabelecimento ou ndo de uma cultura adequada e viavel
para a formacédo de um arcabouco celular.

Para tal, neste estudo o objetivo principal foi avaliar dois diferentes e
potenciais arcabougos para fibroblastos gengivais provenientes de ratos: a
nanocelulose bacteriana (BNC) e uma matriz dérmica acelular (ADM — Surederm ®).

2 REVISAO DE LITERATURA

Com o passar dos anos, aumentou-se a procura pela descoberta de um meio
adequado de substituicdo tecidual que ndo necessitasse de uma segunda area
doadora. Esta tentativa deve-se ao fato de que alguns inconvenientes podem estar
relacionados a necessidade de uma segunda cirurgia. Conforme citado por Coura,
G., (2004) a area doadora pode apresentar desde uma propria limitagdo tecidual, até
o desenvolvimento de cicatrizes e areas de hemorragia que podem levar a
morbidade e desconforto pos-operatorio, isso podendo ser bastante prejudicial ao
paciente.

Langer et al., 1993 alavancaram o tema de engenharia tecidual com o
objetivo de regenerar tecidos perdidos porém, sé posteriormente os estudos foram
levados a area da Odontologia na tentativa de restabelecer esses tecidos. Diversas
pesquisas vém sendo realizadas no intuito de verificar qual o melhor biomaterial a
ser utilizado para armazenar células e fatores de crescimento, podendo possibilitar a
regeneragao almejada.

Para a utilizagdo destes materiais de origem aldogena e objetivando o
restabelecimento de tecido mole periodontal (gengiva e ligamento periodontal), faz-
se necessario a aquisicao de células adequadas para tal (COURA et al., 2005). Os
fibroblastos gengivais sdo fundamentais na producdo e manutengdo do ligamento
periodontal (TEN CATE, 1989), portanto, sdo as células mais adequadas para

estudos e testes in vitro visando um arcabouco ideal para a reconstrugdo dos
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tecidos moles periodontais. Bem como demonstrado por Pini Prato et al. (2003),
fibroblastos cultivados sobre uma matriz de acido hialurénico resultaram em grande
sucesso quando a membrana foi transportada ao sitio receptor do paciente. Pdde-se
observar clinicamente o restabelecimento de mucosa ceratinizada e posteriormente
houve confirmagao histolégica do sucesso dos testes.

Conforme citado por Pereira, A. (2010, p.25) os arcabougos devem
apresentar algumas caracteristicas especificas para que seu funcionamento se dé
de maneira adequada: resisténcia mecanica para a adesdo celular,
biocompatibilidade e reabsor¢cdo pelo organismo sem causar qualquer tipo de
alteracao, porosidade para o estabelecimento da cultura celular, possibilitar adesao
e multiplicagdo celular e finalmente, serem capazes de carrear fatores de
crescimento. Simplificadamente e corroborando com a proposi¢cao de Ueda et al.
(2000) , uma triade deve ser estabelecida para a produgdo de um tecido in vitro, que
assim se define: (1) cultivo celular adequado, (2) fatores de crescimento para guiar a
proliferagdo e vascularizagdo e (3) um arcabougo celular biocompativel (Muschler;
Nakamoto; Griffith, 2004)

Dentre as membranas disponiveis para a realizacdo de estudos clinicos in
vitro existem duas, ja analisadas pela literatura que s&o a nanocelulose bacteriana
(BNC) e a SureDerm® (ADM). A BNC consiste em um polimero derivado do hidrogel
que possui diversas caracteristicas favoraveis como “flexibilidade, alta forga de
elasticidade e capacidade de reter agua, uma permeabilidade consideravel para
gases e liquidos e uma o6tima compatibilidade com tecidos vivos” (CZAJA et al.,
2006). Ja a ADM (SureDerm ®) consiste em um material ja disponivel no mercado,
obtido através do tecido natural humano que sofre um processo de congelagdo apés
a remogdo das células imunitarias da derme e epiderme, mantendo a estrutura
tridimensional da derme; além disso a membrana permite a realizacdo de
revascularizacdo e breve crescimento e influxo de fibroblastos. (Disponivel em:
<www.hansgbr.com/eng/product/professional/skin_surederm.asp>. Acesso em 23
jan. 2017).

Algumas matrizes ja foram testadas e comprovadas cientificamente da sua

possibilidade de utilizagcdo como substituto de tecido mole, como foi demonstrado
por Harris, RJ., (1998) que realizou estudo comparativo entre o uso de enxertos
autdégenos e matrizes dérmicas acelulares e poéde concluir, satisfatoriamente, que

nao existe diferenca estatistica entre os dois materiais, trazendo assim, ambas as
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técnicas como possiveis de serem utilizadas na clinica odontolégica. Henderson, et
al,. (2001) também obtiveram resultados positivos, assegurando novamente o uso
de enxertos alégenos.

Outro estudo ainda mais recente avaliou a matriz de PLGA (poli acido lactico-
co-glicélico — Boehringer Ingelheim) associada a particulas de hidroxiapatita e
novamente os resultados foram satisfatérios, caracterizando tal membrana como
“mais consistente para servir de arcabougo na engenharia de tecidos” (Pereira, A.,
2010).

A partir dessa analise, o presente estudo tem por objetivo avaliar as
membranas matriz dérmica acelular (SureDerm®) e nanocelulose bacteriana,
verificando suas respectivas viabilidades como arcabougos celulares para a

engenharia de tecidos no ramo da periodontia e implantodontia.

2.1 ENGENHARIA TECIDUAL

A busca por uma regeneragédo tecidual de forma artificial foi sempre visada,
objetivando principalmente, uma menor morbidade ao paciente quando submetido a
uma cirurgia de enxertia. Inicialmente conceituado por Langer e Vacanti no ano de
1993, o termo “engenharia tecidual” vem cada vez sendo mais utilizado na area da
saude e tem como premissa a criagdo de materiais de origem artificial que
contenham células, matrizes (“scaffolds”) e fatores de crescimento, para a utilizagao
como substituto tecidual (Langer e Vacanti, 1993). Estes elementos geralmente sao
representados com um tridngulo, visto que a auséncia de um das pontas impede o

estabelecimento e sucesso do biomaterial (LYNCH et al., 1999).

Células

Fatores de

crescimento Matrizes

Figura 1 - Tridngulo da Engenharia de tecidos
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A engenharia tecidual vem se mostrando mais presente e necessaria no que
diz respeito a reparo, substituicdo e regeneragdo de tecidos, aplicando principios
basicos de quimica, fisica e biologia as necessidades da medicina e odontologia
(Muschler; Nakamoto; Griffith, 2004).

A busca por técnicas minimamente invasivas - como é o caso da periodontia
e implantodontia - fez com que a engenharia tecidual evoluisse de tal maneira, que
apesar de suas limitagbes ainda existentes, tecnologias de ponta vém sendo
aplicadas na busca da inovagdo e descoberta de novos biomateriais (IWATA, T.,
2013).

Ueda et al. (2000) reafirmam a necessidade da triade de elementos - células,
arcabougos ou matrizes e mediadores (como os fatores de crescimento), como pré-
requisitos para o sucesso de um biomaterial, este que, na maioria das vezes €&
derivado de polimeros biodegradaveis de origem sintética ou natural (WIKESJO et
al.,, 2003; SALGADO et al.,, 2004; RAIl et al.,, 2007). Estas matrizes, também
denominadas em inglés “scaffolds” devem se apresentar integras para que os
tecidos se desenvolvam (LEE et al., 2000).

Usualmente a engenharia de tecidos busca realizar testes in vitro com a
utilizacdo de células capazes de se diferenciar em outros tipos celulares, como
acontece com os osteoblastos e células do ligamento periodontal, os fibroblastos
(LIN et al., 2008). Como alternativa as cirurgias de remocé&o de tecido autdogeno para
enxertia de tecido mole, testes com fibroblastos vém sendo realizados pois séo
células capazes de serem cultivadas sobre matrizes biocompativeis e essa
associagao é passivel da utilizagdo como substituto tecidual (PINI PRATO et al.,
2000).

Apesar das dificuldades de estudos in vitro devido a necessidade de se obter
um meio asséptico de trabalho e de pesquisadores treinados para a realizacdo dos
testes, ha uma facilidade de padronizacdo da cultura celular pois fatores como
temperatura, pH, pressdo osmotica, tensdo de CO, e O, conseguem ser controlados
precisamente. Além disso, o custo para realizacdo deste tipo de estudo é baixo, 0
que permite o acesso facilitado a pesquisa (FRESHNEY, 1990).
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2.2 FIBROBLASTOS

Os fibroblastos sdo células encontradas em grande predominancia no tecido
conjuntivo, responsaveis pela produgdo e manutengado da matriz extracelular (TEN
CATE, 1989) e quando sdo submetidas a um procedimento de cultura celular, sdo
estas que permanecem durante grande periodo de tempo com atividade viavel,
sendo assim consideradas as células proliferativas sobreviventes (COURA., 2004).
Os fibroblastos que alcangam as regiées em processos inflamatorios ativos auxiliam
na formacé&o do tecido de granulagdo que sdo de suma importancia para a contragao
final da ferida no processo de renovacgéo epitelial (BRITO FILHO et al., 2006).
Considerados um dos mais importantes componentes para o reparo de feridas, os
fibroblastos se proliferam e produzem colageno e outros componentes essenciais
para a reconstituicdo tecidual (LIU et al., 2002).

Em terapias peri-implantares e periodontais, o uso de matrizes associadas a
fibroblastos passa a ser uma alternativa de grande potencial quando se objetiva
diminuir a chance de morbidade, ou seja, reduzir os riscos de danos teciduais com
uma segunda e invasiva cirurgia para remogao de tecidos do palato, tuber ou areas
edentadas para enxertia de tecido mole (PINI PRATO et al., 2000).

Estudos in vitro vém sendo realizados com o objetivo de verificar a
sobrevivéncia dos fibroblastos gengivais humanos. Kent et al. (1996) realizaram
testes in vitro com uma cultura de fibroblastos gengivais e puderam verificar que até
a sétima passagem as células permaneciam viaveis numa porcentagem acima de 90
e o declinio de sua viabilidade comegava a ocorrer a partir da oitava passagem. Isto
permite com que sejam estabelecidos protocolos quanto ao uso destas células,
obtendo resultados satisfatérios em pesquisas in vitro e in vivo.

Ha de se salientar uma grande vantagem da utilizagdo de fibroblastos, pois
sdo de facil obtengdo e manuseio em ambiente de cultura celular e apresentam
grande capacidade proliferativa (PEREIRA NETO, 2010). Quando da utilizagdo de
fatores de crescimento associados aos fibroblastos, como por exemplo o PDGF,
este é capaz de promover o aumento da proliferacdo destas células no ligamento
periodontal, permitindo uma recuperacdo mais satisfatéria ao paciente que
apresenta algum tipo de lesdo periodontal, conforme citado por Filho, JS (2002 apud
MATSUDA, et al., 1992, GAMAL et al., 1998; HAASE et al., 1998).
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2.3 MEIOS DE CULTURA CELULAR

Um meio de cultura é conceituado como um material (liquido ou gel) que tem
por finalidade favorecer o crescimento de microrganismos, células, etc
(MEENAKSHI, 2013). Para que o crescimento celular seja adequado e o éxito seja
obtido, é necessaria a correta escolha do meio a ser utilizado, seja ele artificial ou
natural e que a linhagem celular adequada seja associada ao meio escolhido.

Os experimentos com meios de cultura celular comegaram a ser realizados
no inicio do século XX, mas dificuldades foram observadas devido ao fato de que os
mesmos eram estritamente obtidos de fontes naturais que apresentavam condicdes
variaveis e instaveis quando utilizados mais de uma vez. Devido a isso, 0s meios
artificiais comecaram a ser desenvolvidos e foi na década de 50 que houve a
formulacdo do primeiro meio artificial, que tinha em sua composicdo diversos
elementos essenciais como carboidratos e vitaminas (EAGLE, 1955). Contudo,
percebeu-se que o meio era insuficiente e acreditou-se da necessidade de utilizagao
de soro para o fornecimento de mais nutrientes, uma vez que é fonte rica de
aminoacidos, proteinas, carboidratos e gorduras. Foi descoberto que o soro
viabilizava o fornecimento de fatores de crescimento e mais que isso, que o soro
fetal era capaz de realizar a replicacdo celular e crescimento de células mais
sensiveis, tornando-se assim, um meio muito conhecido (HORNSBY P., et al,,
1983).

Um meio comumente utilizado em pesquisas na area da Odontologia é o Soro
Fetal Bovino (SFB), isto porque apresenta baixo custo e € capaz de carrear fatores
de crescimento necessarios para o desenvolvimento e proliferacdo celular. O soro
de origem bovina é utilizado, além dos motivos ja citados anteriormente, pois permite
que em estudos in vitro possa ser realizada a inibicado por contato e é capaz de
aumentar a viscosidade do meio fazendo a protecdo celular em possiveis danos
mecanicos (MEENAKSHI, A., 2013). Quando ndo utilizado isoladamente, o SFB
pode complementar meios que necessitem do mesmo.

O meio conhecido como Dulbecco ou DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) também esta entre um dos mais utilizados. Com a presenca de grande
quantidade de aminoacidos e vitaminas, foi utilizado primariamente no cultivo de

células embrionarias de ratos. Considerado como um meio basal, ou seja, ndo
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possui proteinas ou fatores de crescimento, € comumente associado ao SFB,
estando assim enriquecido por fatores de crescimento. (MEENAKSHI, A., 2013).

Na cultura de fibroblastos, € comum a utilizagdo do meio DMEM seja ele
acompanhado por uma suplementacdo ou n3o. E o que demonstra o estudo de
Mazlyzam et al. (2008) onde os autores afirmam que o soro fetal bovino também é
um dos suplementos mais utilizados na literatura para o estabelecimento de culturas
in vitro, devido ao fato de o mesmo possuir fatores de crescimento diversos,
citocinas, proteinas, hormdnios e vitaminas que permitem a proliferacdo de
fibroblastos de forma facilitada. Apesar de sua eficiéncia na cultura de fibroblastos,
ha de se atentar para o fato de que ha o risco, mesmo que minimo, de uma possivel
transmissao de prions e outros virus, devendo-se assim, optar por um outro meio de
suplementagcdo para que haja a possibilidade de utilizagdo no ser humano
(MAZLYZAM et al., 2008).

Devido a problematica do uso do SFB, opta-se muitas vezes pela utilizagao
do plasma rico em plaquetas (PRP), este que além de permitir o aumento da
concentragdo de fatores de crescimento no sangue, € altamente utilizado em
pacientes com problemas 0Osseos ou periodontais, auxiliando no processo de
recuperacdo, liberando grande quantidade de fatores essenciais e sendo
biocompativel e de baixo custo ao paciente (TRAVASSOLI-HOJJATI et al., 2016).

2.3.1 Cultura primaria e Passagens Celulares

Desde o inicio do século XX o estabelecimento de culturas celulares e
teciduais foram introduzidas como meios de analise do comportamento de células
verificando suas interagdes, diferenciacdes e mecanismos de acédo (FERREIRA,
2003).

Para o cultivo celular, muitos estudos optam por realizar um cultivo primario
de células que € aquele estabelecido a partir do crescimento de células provenientes
do fragmento de tecido estudado e € amplamente utilizada em testes in vitro pois
suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas se mantém, caracterizando o tecido
em questdo por um periodo de tempo, antes de ocorrer a apoptose. Para o
estabelecimento da cultura primaria e das linhagens subsequentes sdo necessarias

condicdes ideais de cultivo com suplementagcbes (FRESHNEY, 2000).
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O estabelecimento da subcultura normalmente ira implicar em subdivisao
celular por meio do processo de tripsinizacao de modo que elas possam se soltar da
base do frasco de cultura e assim serem transportadas para outro frasco para o
crescimento celular. As subculturas conseguintes s&o necessarias quando o
crescimento celular ultrapassa a quantidade de substrato presente (FERREIRA,
2003).

Para que as caracteristicas sejam replicadas e as células se mantenham
vivas e viaveis para pesquisas in vitro, linhagens celulares continuas s&o
estabelecidas e as passagens celulares podem ser realizadas até oitenta vezes com
chance destas células manterem seus aspectos iniciais. Contudo, estudos com
fibroblastos demonstram que apds a 5% passagem estas culturas se estabilizam e
assim permanecem até a 35% passagem e de acordo com o estudo realizado por
Kent et al. (1996) a viabilidade dos fibroblastos permaneceu acima de 90% até a 7°
passagem, enquanto nas passagens posteriores ja era percebido o declinio da taxa,
que na 10? passagem ja representava 87%.

2.3.2 Fatores de Crescimento

Fatores de crescimento sao classificados como polipeptideos com
capacidade de acédo local ou sistémica possibilitando a proliferagdo de células por
meio da regulagao, proliferacdo, migragao e diferenciagdo celular. Desta forma, a
regeneragao de tecidos moles por meio de materiais de origem artificial necessitam
da presenca de fatores de crescimento que possibilitem a proliferagcdo e
diferenciacao celular em tecido epitelial e conjuntivo (BARTOLD et al., 2000).

Diversos fatores de crescimento vém sendo estudados como € o caso das
BMPs (Proteinas morfogenéticas Osseas), FGF (Fator de crescimento de
fibroblastos) e o PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas) um dos
primeiros a ser identificado (PAIVA & ALMEIDA, 2005). Do plasma rico em plaquetas
consegue-se obter diversos fatores de crescimento, dentre eles o PDGF que é o
fator primario de crescimento no processo de regeneragédo e tem a capacidade de
atrair células como os fibroblastos (NANNEY LB., 1990). Devido a isso, sabe-se que
o PDGF tem papel fundamental no processo de reparo tecidual e cicatrizacdo de
lesbes (ROSS et al., 1978)
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Os fatores de crescimento além de serem capazes de promover a
angiogénese, o que facilita ainda mais o processo cicatricial, tem acdo indireta na
sintese de colageno, que permite a maior resisténcia das feridas em processo de
cicatrizagdo (KNIGHTON et al., 1990). Varios estudos in vivo realizados por Okada &
Muramaki (1998), Bikfalvi et al. (1997) e Werner & Groose (2003) demonstraram a
importancia e necessidade da presenca de fatores de crescimento durante estes

processos regenerativos.

2.3.3 Plasma Rico em Plaquetas

Constituido basicamente por plasma, leucécitos e plaquetas, o plasma rico
em plaquetas (PRP) é formado pela associagdo de fatores de coagulagdo com soro
sanguineo. Dentre os componentes presentes, as plaquetas sado destaque por
serem responsaveis pela liberacdo dos fatores de crescimento, cruciais para a
iniciacdo do processo de reparo (MARX, 1999). Além da presenga de componentes
plasmaticos (plasma, leucdcitos e plaquetas), a presenca de proteinas como um dos
componentes do PRP é crucial para que o mecanismo de cicatrizacdo de tecidos
conjuntivos se dé de forma correta (ARNOCZKY et al.,, 2011). O PRP é a porg¢ao
plasmatica caracterizada como material rico em fatores de crescimento como o
PDGF e TGF-B que sao importantes componentes para o reparo tecidual
(FERREIRA, 2003).

Obtido do sangue autégeno, o plasma rico em plaquetas vém sendo muito
utilizado dentro da Odontologia conforme ja demonstrado em estudos anteriores,
principalmente por possuir propriedades de regeneracdo tecidual (MACEDO, A.,
2004). A engenharia de tecidos vem observando grandes resultados no que diz
respeito a reparagao e regeneragao tecidual em pacientes que necessitam de menor
tempo para cicatrizagdo e por meio da contribuicdo do PRP estes resultados vem se
consolidando através de pesquisas in vitro e in vivo (FERREIRA VBC, 2012).

Estudos recentes demonstram com satisfagdo a capacidade de aceleracao do
reparo dos tecidos por meio do uso do PRP que através de seus fatores de
crescimento - como PDGF, TGF-Bs, IGF-I e Il e BMPs - presentes nas plaquetas,
permitem que o processo se dé efetivamente (FILHO JS, 2002). Arnoczky et al.

(2011) explicam a grande utilizagdo do PRP na area odontoldgica corroborando com
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as proposi¢cdes de diversos autores, ressaltando seu potencial reparador e
regenerador, grande eficacia e a capacidade de trazer seguranga ao paciente e ao
cirurgido-dentista. Lekovic (2002) realizou estudo associando o PRP com produtos
de origem xenogena e obteve resultados satisfatérios em 21 pacientes que
apresentavam defeitos periodontais.

Conforme mencionado por Marx (2004), o PRP auxilia na cicatrizacdo da
mucosa e tecidos moles e devido a isso € muito utilizado em associagdo a
membranas como material de enxertia. Devido ao fato de ser um material autégeno,
o0 PRP pode ser utilizado com seguranca e tem grande aceitagdo pelos pacientes
(MARX, 2004).

Dentre as técnicas existentes para obtencdo do PRP, a venipultura e a
cardiopuncdo sdo comentadas frequentemente na literatura e para a presente
pesquisa optou-se pela realizagdo da puncido intra-cardiaca baseando-se no
protocolo fornecido pelo Biotério USP - Manual de Normas Técnicas (TABORDA et
al., 2004).

Normalmente a técnica da cardiopungdo € escolhida quando ha a
necessidade de obtencdo de volume sanguineo consideravel e é considerada uma
“coleta final” visto que apods o procedimento o animal normalmente é sacrificado.
Realiza-se a anestesia geral, coloca-se o animal em uma superficie plana para que
seja realizada a puncado e a agulha deve entdo ser inserida em um &angulo de 10 a
30° acima do abdémen (TABORDA et al., 2004).

2.4 ARCABOUCOS CELULARES

Um arcaboucgo celular € um material com capacidade de carrear células e
fatores de crescimento (PEREIRA, 2010). Classificado como um biomaterial, este
deve interagir com sistemas biolégicos que objetivam o tratamento, aumento ou
substituicdo de qualquer tecido ou 6rgdo do corpo e para sua correta escolha,
requisitos como a biocompatibilidade com tecidos, biodegradabilidade e velocidade
de degradagao devem ser considerados (TABATA, 2009).

Dentre os biomateriais disponiveis existem o0s materiais alégenos e
xenodgenos. Aloenxertos sdo aqueles obtidos de materiais de outro individuo da

mesma espécie, enquanto o0s xenoenxertos sao compostos provenientes de
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espécies diferentes (PRECHEUR, 2007). A literatura apresenta uma vasta
quantidade de arcabougos como hidroxiapatita (HA), fosfato de calcio, acido
polilatico (PLA), acido poli-glicdlico (PGA), fosfato tricalcico, colageno tipo I, entre
outros. Contudo atualmente ndo ha um consenso sobre qual biomaterial é
considerado o melhor arcabouco para a engenharia tecidual (PEREIRA, 2010).

As matrizes derivadas do colageno 2D e 3D sao opgdes bastante estudadas
na literatura e vém sendo vistas como alternativas para utilizacdo como materiais
xenogenos, devido sua biocompatibilidade, envolvimento em processos fisioldgicos,
propriedades semelhantes ao tecido humano e importdncia fundamental na
constituigdo da matriz do tecido conjuntivo (HARKNESS, 1961). Bell et al., (1981)
demonstraram em seu estudo com fibroblastos cultivados em matriz colagena de
arranjo tridimensional, que houve formacdo de estrutura semelhante ao tecido
dérmico. Ja Hillman et al., (2002) verificaram que sobre matrizes colagenas
sintéticas bioabsorviveis, a migracdo de células foi reduzida, enquanto matrizes
frouxamente organizadas houve migragao total.

Apesar da literatura atual estudar matrizes de colageno com frequéncia, nao
ha consenso sobre o melhor material e dentre a disponibilidade dos mesmos, a
matriz dérmica acelular (ADM) é uma opgéo de substituto de origem alégena que
vem amplamente sendo utilizada como arcabougo celular para a engenharia de
tecidos. Sua biocompatibilidade e capacidade de promog&o de ades&o, migracéo e
proliferagéo fibroblastica, conforme demonstrado em estudo realizado por Rodrigues
(2008), faz com que a mesma seja visada em procedimentos de enxertia,
principalmente no recobrimento de raizes expostas em quadros de deiscéncia
(HENDRSON 2000; PINI PRATO et al., 2012).

Outra opcdo de arcabougo € a nanocelulose bacteriana (BNC), assim
denominada devido a presengca de fibras nanométricas. Como caracteristicas
predominantes, possui 6tima capacidade de absorgdo e retencdo de agua e boa
elasticidade (MACEDO LR, 2008).

2.4.1 Nanocelulose Bacteriana

A nanocelulose Bacteriana € um polimero que vem sendo amplamente

utilizada para o tratamento de lesdes em tecido mole e queimaduras (Sulaeva et al.,
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2015) e historicamente é caracterizada como um material de sucesso por ser rapido
e eficiente (Czaja et al., 2006). Proveniente de bactérias dos géneros Acetobacter,
Rhizobium, Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, Salmonella,
Escherichia, and Sarcina, possui “flexibilidade, alto médulo de forga de elasticidade e
capacidade de reter agua, uma permeabilidade consideravel para gases e liquidos e
uma otima compatibilidade com tecidos vivos” (Czaja et al., 2006). Além dessas
caracteristicas vantajosas para a recuperagao tecidual, Shah et al. (2013) citado por
Sulaeva et al. (2015) também afirmam os beneficios de possuir uma alta porosidade
que permite que outros medicamentos e materiais bioldgicos diferenciados possam
ser introduzidos a membrana. A estabilidade mecanica, transparéncia,
biocompatibilidade e a nao toxicidade do material protegem de certa forma, o
estabelecimento de um processo infeccioso.

A biocompatibilidade com os tecidos biolégicos, citada previamente, é
caracteristica fundamental para os materiais xendégenos. A BNC, conforme publicado
em estudos in vivo, apresentou 6tima biocompatibilidade principalmente devido a
alta taxa de adesdo aos tecidos, proliferacdo de células do tecido conjuntivo,
auséncia de reacdo de corpo estranho e baixa taxa de reacg&o inflamatoéria (Sulaeva
et al., 2015).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a BNC é capaz de realizar com
sucesso a disseminacado e proliferacdo de variadas células. Conforme citado por
Morgado et al. (2015) “interagbes aprimoradas com células vivas podem permitir
uma maior migragdo de células epiteliais e fibroblastos e entdo, conseguir uma
maior rapidez na substituicdo tecidual’.

Dentre tantos materiais existentes no mercado, a BNC possui propriedades
importantissimas que fazem da mesma uma o6tima escolha de material, como foi
demonstrado em estudo in vitro por Chiaoprakobkij et al. (2011) citado por Sulaeva
et al. (2015), podendo confirmar o beneficio de sua utilizagdo pela presenca de
caracteristicas como estabilidade estrutural e boa resisténcia a ruptura. Além das
propriedades biolégicas como alta capacidade de proliferacdo de células humanas,
como os fibroblastos, e ser biocompativel com os tecidos humanos, ha também uma
grande vantagem de ser considerada mais econdmica devido sua alta durabilidade
(Schmitz et al., 2014 apud Sulaeva et al., 2015).



28

2.4.2 Matriz Dérmica Acelular

A matriz dérmica acelular (ADM) vem cada vez mais sendo utilizada quando
ha necessidade de realizacdo de enxertia com substituto de origem aldgena, isto
porque descarta a necessidade de uma segunda cirurgia para obtencédo de tecido
autogeno (REINO DM, 2011). Inicialmente esta matriz era aplicada como enxerto
nao-vital para pacientes em quadros de queimaduras severas, preservando o tecido
do paciente e reduzindo a sua morbidade (WAINWRIGHT DJ, 1995).

A ADM é uma matriz acelular de tecido conjuntivo humano e biocompativel
conforme varios estudos ja demonstraram, tornando-a assim, um dos materiais
alégenos mais estudados em periodontia atualmente (REINO DM et al., 2011). Ela é
formulada a partir de uma preparacdo de pele humana e desta é realizada a
remogao das células e outros componentes celulares sem prejudicar a organizagao
da matriz extracelular e a membrana basal, podendo assim manter as fibras
elasticas e colagenas (WAINWRIGHT DJ, 1995). Conforme citado por Rodrigues
(2008), a ADM favorece a formacdo de uma estrutura biocompativel onde os
fibroblastos terdo maior facilidade de adesao, proliferacédo e migragdo. Para o bom
funcionamento da mesma, € necessaria a realizagdao de um retalho favoravel ao
material, que por ser de origem alégena, requer um aporte sanguineo consideravel
para que O processo de revascularizagdo se dé com sucesso. Langer (1985)
confirmou o sucesso da utilizacido de retalhos estendidos na maioria dos casos
quando comparados a aplicacao técnica classica.

Esta matriz € indicada como recobrimento tecidual nas mais diversas areas
da medicina e odontologia. Dentre as indicagdes clinicas orais, Lino e Rosa (2006)
citaram o aumento de gengiva queratinizada, coberturas radiculares e aumento e
corregéo de defeitos de tecido mole em rebordo alveolar como possibilidades do uso
da ADM.

Pesquisas revelam 6timos resultados quando do uso da ADM, principalmente
no que diz respeito ao recobrimento de raizes expostas, apresentando resultados
estéticos altamente satisfatorios (HENDRSON 2000; PINI PRATO et al., 2012).
Vantagens s&o claramente visiveis quando da utilizagdo da ADM, como ja
confirmado em diversos estudos, a mesma leva a ocorréncia da diminuicdo da
morbidade pds-operatdéria, redugcado do tempo cirurgico e facil obtengdo do material, o
que permite seu uso em ampla escala (REINO DM, 2011). Henderson et al (2001)
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apresentaram resultados bastante satisfatérios quanto ao uso da ADM, frisando a
possibilidade da utilizacdo do material em areas estéticas, visto que a cor e textura
se mantém semelhantes ao tecido. Comparando a utilizagdo da ADM com enxerto
de tecido conjuntivo subepitelial, ndo houve diferenca significativa entre os mesmos
(Harris 2000; Novaes et al., 2001).

Quando da escolha da utilizacdo da ADM, ha de se decidir qual dos produtos
disponiveis no mercado sera utilizado, uma vez que existem diversos fabricantes.
Uma das opgdes € a SureDerm®, um material que pode ser transportado em
temperatura ambiente (25°C) com auxilio de refrigeragdo e imersa em antibiéticos
(SILC, J., 2013).

A SureDerm® foi primeiramente implementada para o uso em cirurgias
plasticas em quadros de queimaduras graves, bem como a maioria das matrizes
dérmicas acelulares; posteriormente foi introduzida a periodontia como alternativa

em cirurgias periodontais demonstrando sucesso (CHO, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as membranas de nanocelulose bacteriana e matriz dérmica acelular
(SureDerm®) como potenciais arcabougos celulares quando utilizada cultura

primaria de fibroblastos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estabelecer a cultura primaria de fibroblastos proveniente de ratos
* Avaliar a viabilidade dos fibroblastos de cultura primaria quando cultivados
sobre as membranas Surederm® e nanocelulose bacteriana através de teste

colorimétrico MTS
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4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa utilizou de 5 ratos da espécie Rattus norvegicus albinus, todos do
sexo masculino e pelagem branca. A utilizag&o foi permitida mediante aprovagéo do
Comité de Etica de Animais da UFSC (Anexo A). O estudo baseou-se na selegdo
aleatéria de 5 ratos onde foram submetidos a coleta de PRP por puncéo
intracardiaca e realizada coleta de tecido gengival/epitelial do palato, no qual o
palato foi removido posteriormente. A biopsia e preparo do material coletado foi
realizado com a anestesia dos ratos e auxilio de lamina de bisturi para realizagao
dos defeitos. O local escolhido foi uma camara de seguranga biolégica de modo a
evitar a contaminagdo e apoOs a cirurgia houve direto encaminhamento para o
Laboratério de Tecnologias Integradas (InteLAB) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Foi estabelecida cultura primaria utilizando do meio Dulbecco que
posteriormente foi complementado com Plasma Rico em Plaquetas (PRP) do
sangue animal obtido anteriormente a cultura celular instituida. A cultura de
fibroblastos foi semeada em uma placa e em 48 horas de incubacéao foi realizada a
leitura da mesma.

Houve realizagdo do teste MTS a fim de contabilizar as células que

permanecem vivas e viaveis apos a imerséo.

4.1 SELECAO DA AMOSTRA

Para a selecdo da amostra foram utilizados 5 ratos machos, albinos, adultos
jovens, pesando em média 180g, da espécie Rattus norvegicus albinus e linhagem
Wistar. Deste Universo de 50 ratos (utilizados para os testes in vitro deste estudo e
estudo in vivo posterior) 5 animais foram selecionados no que se caracteriza como
um método de selegdo de amostragem probabilistica — amostra aleatoria simples,
onde todos os animais tinham chance de serem selecionados.

Para que a pesquisa pudesse ser realizada, os animais foram submetidos a
tratamentos profilaticos (vacinacdo e dieta conforme recomendagdes feitas pelo
Biotério da UFSC) e um veterinario esteve responsavel pelos cuidados pré, trans e
pos-cirurgicos. Os animais foram armazenados e cuidados pelo Laboratério de
Neurobiologia da Dor e Inflamag&o - UFSC (LANDI).
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4.2 PROCEDIMENTOS PRE-OPERATORIOS

Anteriormente a submissdo dos animais ao procedimento cirurgico, foi
administrada uma dose de antibidtico de 40.000 U/kg de peso do animal
(Pentabidtico® - Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP).

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com associacdo de dois
produtos: 90mg/kg de Cloridrato de Cetamina 10% - (Cetamin, Syntec, Cotia — Séo
Paulo) e 10mg/kg de Cloridrato de Xilazina 2% (Xilazin, Syntec, Cotia — Sdo Paulo).

4.3 AQUISICAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O processo de aquisicdo envolve o sequestro e concentragdo de plaquetas
com seus fatores de crescimento que auxiliam diretamente e universalmente os
processos de cicatrizagdo tecidual. Apds a realizagdo de anestesia geral nos
animais, foram retirados 8mL de sangue de cada animal por meio de puncéo intra-
cardiaca.

Apoés a aquisicdo do sangue animal por meio da técnica de pungao intra-
cardiaca, procedeu-se o processo de aquisicdo do PRP, para tal uma unidade de
sangue foi acondicionada a uma tripla bolsa coletora padronizada e devidamente
identificada contendo anti-coagulante CPDA-1, obtendo-se um volume total de 200
mL, devendo ser processadas em um periodo de até 6 horas apds a coleta. A tripla
bolsa de sangue foi posicionada na centrifuga, para promover a separagdo dos
componentes sanguineos por ordem de densidade, a uma velocidade de 2.200 rpm
por 5 minutos a 22°C.

Apoés a primeira centrifugacéo retirou-se as bolsas do interior da maquina e
removeu-se 0 sobrenadante diretamente para a segunda bolsa coletora, sendo
separada a bolsa contendo eritrécitos das outras duas. Esta bolsa contendo
eritrocitos foi enviada ao banco de sangue. A bolsa tripla passa a ser dupla, onde
uma das partes apresenta o plasma pobre em plaquetas e a ultima bolsa que até o
presente momento ndo apresenta nada.

As bolsas retornaram a centrifuga, onde foram submetidas a um novo processo
de centrifugacdo, na velocidade de 4.100 rpm, por 10 minutos a 22 °C. Retirou-se a

bolsa do interior da maquina e extraiu-se o sobrenadante diretamente para a ultima
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bolsa coletora. Separou-se a bolsa e assim foram obtidos o PRP e o plasma pobre
em plaquetas.

el —
Responsavel Equi| nto:

Fernanda Berti

Figura 2 - Centrifuga (InteLAB UFSC)

A bolsa contendo PRP foi pesada para certificar se a relagdo peso volume
apresentava-se proporcional entre 60 g para 70 mL. Esta bolsa foi colocada em um
agitador para homogeneizagao das plaquetas, ficando por 1 hora em temperatura de
20 a 22°C onde ocorreu a desagregagao espontanea das plaquetas, para finalizagao
do PRP.

A centrifugacao deve ser eficiente para a obtengao de bons resultados e para
isso o PRP deve apresentar ao menos 70% das plaquetas do Sangue total. Além
disso, o processo de estocagem deve ser realizado em temperatura de 22°C e
agitacdo constante, permitindo assim que hajam trocas gasosas com O meio
(facilitada pela composigdo da bolsa: cloreto de polivinila e di-2-etil-hexil-ftalato),
evitando a acidificagdo do pH.

Foram coletados 8 mL do PRP em seringa descartavel de 20mL, sendo
colocado 1 mL em tubo de microcentrifuga devidamente identificado, recebendo a
sigla I, onde a partir de entdo foi denominado PRP puro. Seguindo o procedimento
clinico normal, na seringa o qual restava os 7 mL de PRP foi incorporado 1mL de
CICa a 10% passando a ter uma proporgao de 7 para 1. Apds o periodo de 1 minuto
para que ocorresse a reagao de quebra plaquetaria foram coletados outro 1 mL
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desta mistura e colocado em tubo de microcentrifuga devidamente identificado,
recebendo a sigla Il, que entao foi denominado de PRP ativado.

4.4 COLETA DO TECIDO

Para a realizagdo da coleta do tecido epitelial e conjuntivo do palato, os
animais foram posicionados em decubito ventral e com auxilio de uma mesa para
estereotaxia, as cabecas foram imobilizadas em dois pontos, evitando qualquer

eventual movimentagédo do animal durante a cirurgia (Figura 1).

Figura 3 - Animal posicionado e imobilizado em dois pontos na posi¢céo
de decubito ventral para realizagdo adequada da cirurgia

Foi realizada desinfeccdo com Clorexidina 0,12%, anestesia geral via
intraperitoneal com carpule e agulha longa e realizagédo de biopsia (explante) de
mucosa queratinizada do palato do animal (epitélio e tecido conjuntivo) com
dimensdes aproximadas de 5mm? (2,0 x 2,5mm). Para a coleta do explante foram
utilizados cabo de bisturi nUmero 3 e lamina cirargica numero 15 (Figura 3).
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Figura 4 - Remog¢ao do explante do palato do animal

Todos os procedimentos de cultura primaria de fibroblastos realizados nesta
pesquisa foram baseados na dissertagdo “Protocolo preliminar da cultura de
fibroblastos da gengiva humana. Avaliacdo da viabilidade celular e dos possiveis
danos causados ao DNA” (COURA, 2004).

4.5 AQUISICAO DAS MEMBRANAS

Para a producdo da membrana de BNC que foi realizada no InteLAB — UFSC,
preparou-se um pré-inéculo em um tubo cénico com 10% do volume total de inoculo
de meio manitol (25 g-L”" de manitol, 5 g-L™ de extrato de levedura e 3 g-L" de
peptona bacteriolégica) e 5 colbnias da bactéria Gluconacetobacter hansenii por mL
de pré-indculo. O pré-inéculo foi agitado em voértex durante 1 minuto e, apds isso,
leu-se a absorbancia do meio em placa de 96 pocos com aliquota de 200 pyL no
comprimento de onda de 660nm até que a absorbancia se estabelecesse em
aproximadamente 0,150. As membranas foram produzidas em placas de 96 pocgos
onde foi colocado 200 uL de indculo por pogo. O crescimento bacteriano aconteceu
em condigao estatica a 26°C. Apos 7 dias de cultivo, as membranas foram retiradas
e purificadas em solucgéo 0,1 mol-L™" de NaOH a 50 °C durante 24 horas. Apos esse
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periodo, as membranas foram lavadas com agua destilada até que o pH da agua de
enxague equivalesse ao da agua usado na lavagem. Por fim, esterilizou-se o
material em autoclave (121 °C e 1,1 atm).

Ja a membrana matriz dérmica acelular, comercialmente vendida pela
empresa Hans Biomed com o nome de Surederm® foi adquirida no mercado

estrangeiro.

Figura 5 - Membrana de nanocelulose Bacteriana (InteLAB - UFSC)

4.6 MEIO DE CULTURA UTILIZADO

O meio de cultura escolhido para o cultivo dos fibroblastos gengivais foi o
meio DMEM suplementado por PRP.

O meio de soro fetal bovino (SFB) - como preconizado por Coura (2004) e
mais atualmente por Meenakshi et al. (2013) - foi optado por ndo ser utilizado nesta
pesquisa para que houvesse maior fidedignidade aos resultados esperados em
humanos, sendo assim substituido pelo Plasma Rico em Plaquetas.



Figura 6 - Meio de cultura celular DMEM Fi
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gura 7 - Meio de cultura celular DMEM

4.7 ESTABELECIMENTO DA CULTURA PRIMARIA

Para a obtengdo da cultura primaria dos fibroblastos gengivais, os
procedimentos foram realizados dentro de uma camara de seguranga bioldgica em
temperatura ambiente (25 — 28°C). O laboratéorio de seguranga onde os
procedimentos de cultura foram realizados, caracterizado como do tipo P2, foi assim
escolhido para que houvesse adequada e cautelosa manipulagdo de
microrganismos pertencentes ao grupo de risco 2 (risco individual moderado e risco
coletivo limitado; microrganismos que podem provocar doengas ao homem, com
pouca probabilidade de alto risco para os profissionais de laboratorio).

O explante de 5mm? foi lavado duas vezes em solugdo de Tamp&o Fosfato
Salino (PBS) e o tecido epitelial presente na amostra foi removido posteriormente
com auxilio de lamina de bisturi numero 15 e cabo de bisturi numero 3, em placas de
Petri de 60mm de diametro com 5mL do meio de cultura. A escolha da remogao do
tecido epitelial € sustentada por Loe et al. (1971) que demonstrou que os

queratinécitos presentes no epitélio bucal tem sua funcao controlada por estimulos
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morfogenéticos do tecido conjuntivo subepitelial e devido a isso a melhor escolha foi
a utilizagao de fibroblastos presentes no tecido conjuntivo da mucosa ceratinizada.
Ap6és a remocdo do tecido epitelial (desepitelizagdo), a amostra foi
fragmentada em 5 partes, obtendo-se assim 5 explantes de 1mm?. Estes foram
colocados em placas de cultura de 25 cm? incubadas a 37°C, 5% de CO,, com 2 mL
do meio de cultura devidamente suplementado com PRP, antibiético e antimicético,
para equilibrio da fase gasosa. As placas de cultura foram acompanhadas

diariamente através de um microscopio 6ptico (40x 200x, Olympus, Japéo).

Figura 8 - Explante do palato do animal

Quando verificada confluéncia de aproximadamente 70%, as células foram
entdo tripsinizadas a fim de obter a individualizagcdo das mesmas e essa cultura
primaria originou uma nova subcultura na propor¢gdo de 1:1. Nesta primeira
‘passagem” — que caracteriza o numero de vezes que uma cultura foi subcultivada —
os explantes foram removidos. A transferéncia de uma passagem ou subcultura de
uma garrafa para outra geralmente causa uma subdivisdo de uma populacédo celular
proliferativa capaz de perpetuacdo através do estabelecimento de uma linhagem
celular.

A cada 4 (quatro) dias o meio era trocado, realizando a substituicdo de
apenas metade do conteudo das placas de cultura. A alteragdo de coloragao do
meio de cultura, que indica a atividade metabdlica celular e alteracdo do pH, foi
controlada diariamente.

O meio de cultura foi removido para dar continuidade a linhagem celular e as
células foram lavadas 2 (duas) vezes com PBS (0,2mL/cm?) e retiradas de seu
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substrato pela agdo da tripsina (500pul) durante o periodo de 5min a 37°C — processo
nomeado tripsinizagdo. A inativagdo da tripsina foi realizada adicionando meio de
cultura DMEM suplementado. Apds todo o procedimento, as placas foram
recolocadas na estufa de CO, onde permaneceram incubadas e monitoradas
diariamente até que a nova subconfluéncia fosse atingida. Na 6% passagem as

amostras celulares foram removidas das 5 (cinco) placas de cultura.

4.8 TESTE COLORIMETRICO

Foi escolhido o teste com corante MTS para avaliar a cultura celular. Este
procedimento consiste na utilizagdo do corante MTS em associagdo do agente
acoplador de elétrons Metassulfato de Fenazina (PMS) que juntos facilitam a leitura,
visualizacdo e contabilizacdo das células de fibroblastos, podendo assim os

caracterizar como viaveis ou nao.
4.8.1 Viabilidade celular por MTS

A viabilidade das células sobre as membranas de BNC e SureDerm® foram
avaliadas pelo método colorimétrico com MTS. Foram semeadas 1*10-5 células
(contadas na camara de Neubauer) por poco e em membranas de BNC e SureDerm.
Apo6s o tempo de cultura de 48 horas, as membranas e o controle placa, contendo as
células foram lavadas com Tampao Fosfato Salino (PBS) trés vezes e as
membranas transferidas para uma nova placa de 96 pogos. Sobre cada membrana
foi adicionado 100 yL de meio DMEM e 20 yL do reagente MTS. As membranas
foram incubadas por 2 horas em atmosfera de 5% de CO,, a 37 °C. ApoOs a
incubacgao, a solugdo foi homogeneizada e 100 uL de solucao foi transferida para
uma nova placa de 96 pocos. A absorbéncia foi determinada a 490 nm em
espectrofotometro (Molecular Devices, EUA). O grupo do controle positivo foi
constituido de células cultivadas sobre a placa de cultura de tecidos (TPP,
Switzerland). Através da camara de Neubauer foi realizada a contagem de células
que foram introduzidas entre a lamina e a camara e se preencheram por

capilaridade. A leitura foi feita em microscopio 6ptico.



Figura 10 - Camara de Neubauer para avaliagédo da viabilidade celular em

microscopia

40
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5 RESULTADOS

O estabelecimento da cultura primaria de fibroblastos se deu de forma eficaz
e satisfatoria onde as células conseguiram sobreviver ao processo de desagregagao
e aderiram a placa, formando entdo uma monocamada primaria de fibroblastos.

Mediante analise do teste com o corante MTS foi possivel qualificar a
atividade metabdlica dos fibroblastos apds 48 horas de cultivo, verificando que as
membranas apresentam viabilidade semelhante. Foi possivel notar através da
analise por meio de microscopia optica, a presenca de proliferacdo de fibroblastos
que se encontraram espalhados na placa (Figura 11 e 12). Desta forma as
membranas ADM e BNC foram classificadas como biocompativeis para utilizagcao
como potenciais arcabougos celulares (Figura 13).

Foi realizada analise estatistica de variancia ndo paramétrica (ANOVA) porém
nao houve diferenga significativa entre os grupos (p>0,05).

Figura 11 - Imagem de microscopia optica do explante de fibroblastos

proliferando sobre a placa
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Figura 12 - Segunda Imagem de microscopia Optica do explante de
fibroblastos proliferando sobre a placa
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Figura 13 - Grafico - Atividade metabdlica dos fibroblastos de gengiva de
rato apos 48 horas de cultivo. (*) Nao apresentam diferencga significativa
(p > 0,05) entre si, utilizando-se variancia one-way (ANOVA) seguida do

teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

O uso de materiais de origem xendégena ou alégena vem sendo cada vez
mais estudado, com o objetivo de confirmar a possibilidade de utilizacdo de
substitutos para enxertos de tecido autdgeno, trazendo maior conforto ao paciente.
Pini Prato et al. (2000) demonstraram em seu estudo com associagao de técnicas
baseadas na engenharia de tecidos, que o cultivo primario de fibroblastos em uma
matriz de acido hialurbnico pode ser uma alternativa viavel para obtengdo de
mucosa ceratinizada. As membranas de BNC e ADM utilizadas neste trabalho
demonstraram resultados semelhantes entre si e foram classificados como positivos
e de acordo com o que consta na literatura atual, uma vez que ambas puderam ser
consideradas possiveis arcabougos para a engenharia de tecidos.

Os fibroblastos devem ser as células de escolha uma vez que se apresentam
em predominancia no tecido conjuntivo, sendo as primeiras op¢des de cultivo
(COURA, 2002). Apresentam também facilidade de manuseio, facil obtencédo e
capacidade proliferativa (ARMANDO, 2010). Através da analise microscopica deste
estudo, notou-se a presenca de fibroblastos espalhados na placa e verificou-se que
a cultura primaria celular se deu de maneira satisfatoria corroborando com os
resultados de Coura (2002) e Armando (2010), onde este ultimo analisou o
comportamento destas células em quatro matrizes diferentes: PLGA, PLGA + HA,
Osseoguard® e Genrderm®. Moraes et al. (2007) em seu livro preconizaram a
importancia da formagado de uma unica e primaria camada de fibroblastos, o que foi
percebido na placa de cultura na presente pesquisa.

A utilizacdo da membrana de ADM ¢ justificada em diversos estudos devido
sua biocompatibilidade, capacidade de promover ades&o, migragéo e proliferagao de
fibroblastos e ser assim almejada em cirurgias de enxertia que necessitam o
recobrimento radicular em casos de recessdes e retracbes (HENDERSON, 2000;
RODRIGUES, 2008; PINI PRATO et al., 2012). Ja a membrana de BNC foi utilizada
devido sua alta taxa de sucesso, conforme demonstrado em estudo in vitro por
Chiaoprakobkij et al. (2011) citado por Sulaeva et al. (2015). Além disso absorcao e
retencdo de agua e boa elasticidade s&o -caracteristicas dominantes desta
membrana, justificando seu uso como opg¢éo de xenoenxerto (MACEDO LR, 2008).

Apesar de diversas membranas estarem sendo estudadas atualmente (como

€ o caso das matrizes de PLGA, HA, ADM e colageno tipo |), ndo existe um
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consenso na literatura de qual o melhor material para utilizagdo como possivel
arcaboucgo celular. As matrizes derivadas do colageno vém sendo vistas como
alternativas para utilizagdo como materiais xendgenos, principalmente devido sua
biocompatibilidade, envolvimento em processos fisiolégicos, propriedades
semelhantes ao tecido humano e importancia fundamental na constituicdo da matriz
do tecido conjuntivo (HARKNESS, 1961). Em estudo de Hillman et al., (2002) os
autores verificaram que sobre matrizes colagenas sintéticas bioabsorviveis, a
migragéo de células foi reduzida, enquanto sobre matrizes frouxamente organizadas
houve migracao celular total. Comparativamente, a ADM é um material acelular de
tecido conjuntivo humano e biocompativel conforme varios estudos ja
demonstraram, tornando-a assim, um dos materiais alogenos mais estudados em
periodontia atualmente e devido a isso, foi uma das escolhas para utilizacdo no
presente estudo (REINO DM et al., 2011). Ja a membrana de BNC possui
caracteristicas de flexibilidade, alto médulo de forga de elasticidade e ainda 6tima
compatibilidade com tecidos vivos, além de possuir alta capacidade proliferativa para
fibroblastos e ser econbémica devido sua durabilidade e pouca necessidade de
substituicdo, o que justifica seu estudo (CZAJA et al., 2006; SCHMITZ et al., 2014
apud Sulaeva et al., 2015).

No presente estudo, através do teste de viabilidade celular por MTS verificou-
se a proliferacdo e sobrevivéncia dos fibroblastos sobre ambas as membranas.
Quando comparadas entre si, a ADM e a BNC demonstraram resultados
satisfatérios e a analise estatistica ndo apresentaram diferenga entre si, onde
p>0,05% através da utilizagdo do teste de varianica one-way (ANOVA) seguida do
teste de Tukey. Resultados semelhantes e adequados em relagdo a proliferagéo
fibroblastica foram encontrados em diversos estudos quando utilizadas matrizes de
origem xenogena e aldégena (COURA, 2004; RODRIGUES, 2008; ARMANDO,
2010). De acordo com estudo realizado por Rodrigues (2008), verificou-se que o
cultivo de fibroblastos gengivais semeados sobre uma membrana de ADM por 14
dias funcionaria como arcabougo celular ideal, uma vez que permitiu adeséo,
espraiamento, proliferagdo e migragao fibroblastica. No estudo de Schmitz et al.,
(2014) a BNC foi classificada como uma membrana biocompativel e de alta
capacidade de proliferacdo celular, podendo ter os fibroblastos como células de
escolha.
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Conforme a verificagdo do estabelecimento da cultura primaria de fibroblastos
sobre as membranas de SureDerm® e nanocelulose bacteriana, conclui-se que

ambas possuem potencial para servirem como arcaboucgos de fibroblastos gengivais.
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7 CONCLUSAO

A proliferagdo de fibroblastos sobre ambas as membranas demonstra
potencial da ADM e BNC como possiveis arcabougos celulares para a engenharia
de tecidos, podendo proporcionar o aumento de tecido gengival queratinizado e
permitindo um pds-operatério mais confortavel ao paciente. Assim, as membranas
podem ser classificadas como viaveis, contudo, apesar dos resultados satisfatorios e
do potencial das membranas de ADM e BNC como arcaboucos celulares, ha

necessidade de novos testes para comprovagao do teste in vivo.
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9 ANEXOS

Anexo A — Resultado Solicitacdo da Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA — UFSC).

Resultado de Solicitagdo de Protocolo
Protocolo
PPOOS08
Titulo
Cultura Primaria de Fibroblastos: Avalizc3o In Vive
Data de Entrada
20/02/2014

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
29/05/2014

Consideragoes

Oficio n° 145/CEUA/PROPESQ/2014

Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Cesar Augusto Benfatti - Deptartamento d¢ Odontologia - CCS

Prezado(a) Professor(a),

Em relacdo ao projeto de pesquisa sob sua responsabilidade o presidente da CEUA deliberou ad referendum, considerando o
parecer ds dois relatores, pela:

- APROVAGAO para a utiizaio de 50 ratos (Rattus norvegicus) pelo periodo de 2 anos a partir da data de credenciamento.

- Vide parecer em anexo.

Relatdrio Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no momento da apresentagao de um novo protocolo)

Data 20/08/2016
; )
ﬂ N Gnn

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE

Data 29/05/2014

Parecer(es):
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Anexo B — Ata de apresentagao do Trabalho de Concluséo de Curso

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
2% CURSO DE ODONTOLOGIA

DISCIPLINA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO DE ODONTOLOGIA

ATA DE APRESENTAGAO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Aos _20 dias do més de __gutbdonrs de _ 20} ,as_ 4 horas,
em sessdo publica no (a) caduYews do (LS desta Universidade, na presenca da
Banca Examinadora presidida pelo Professor

Whn k\wgmh Mogolngus Blwpo
e pelos examinadores:
1-_ Moo Moot Prode
2- Maws  Awwine  Biomonava )
oaluno__Maruwdo  Bnastuna  Lebnbimunen
apresentou o Trabalho de Concluséo ?ie Curso de Graduagdo intitulado:
Alaliosgs  do wmdonoves ok Yone tlutow. o oo, &
WGz dhTWin atluton (Buustnim) wme outbences povo tngimhowio. bewducl
como requisito curricular indispensavel a aprovagao na Disciplina de Defesa do TCC e
a integralizagédo do Curso de Graduagéo em Odontologia. A Banca Examinadora, ap6s
reunido em sessdo reservada, deliberou e decidiu pela _c__@_m_r‘gﬂ__ do
referido Trabalho de Conclusdo do Curso, divulgando o resultado formalmente ao
aluno e aos demais presentes, e eu, na qualidade de presidente da Banca, lavrei a

presente ata que serd assinada por mim, pelos demais componentes da Banca

Examinadora e pelo aluno orienta

Presidente da Ban?’Eﬁminadora

nm MM“

Examinador 1

Examinador 2

Aluno




