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RESUMO

Introduc¢ao: Modelos de estudos in vitro sao considerados como padrao
ouro para analises de atividades celulares que visam mimetizacdes da
dindmica das células in vivo, inclusive quando as amostras celulares sdo
submetidas a compressdo estatica. Células quando cultivadas sob um
substrato representam a estrutura natural e fun¢do dos tecidos in vivo no
que diz respeito a fisiologia, forma da cé€lula e seu ambiente. Objetivo:
Avaliar a viabilidade e morte celular no modelo de compressdo continua na
cultura de fibroblastos humanos derivados do ligamento periodontal.
Métodos: Foram selecionados 10 pacientes, submetidos a extracdes dos 4
terceiros molares inclusos por indicagdo ortodontica. A amostra consistiu
de 4 mm® de tecido periodontal do terco médio das raizes. A mesma foi
cultivada até a 6* passagem e depois as ce€lulas foram divididas em dois
grupos: Grupo Controle (GC), com cultivo em monocamada e substrato
sem aplicagdo de forca durante 6h e Grupo Experimental (GE3 e GE4),
com cultivo em monocamada e substrato com aplicacdo de carga de 3 e 4
g/em’ durante 6h. Resultados: Tanto o GC quanto o GE3 e GE4,
monocamada e substrato, ndo apresentaram diferenca estatistica nos valores
de viabilidade celular e apoptose. Com o aumento da carga o GE4 indicou
maior necrose em relacio ao GC e o GE3. Conclusiao: Nao houve
diferenc¢a na utilizacdo de substrato de colageno na cultura de fibroblastos
periodontais em nenhum dos parametros avaliados, mas houve maior

necrose com o aumento da carga na avaliagdo intragrupos.

Descritores: Ligamento periodontal, Sobrevivéncia celular, Apoptose,
Técnicas de cultura de células.
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1. INTRODUCAO

A cultura celular € caracterizada por permitir a manutencdo e
proliferacao de células vivas em laboratorio, independente do organismo
que a originou. Dentre as vantagens da cultura celular pode-se citar os
parametros fixos como o controle da temperatura, oxigenacao,
osmolaridade, controle do ph e CO, (SANT’ANA et al., 2002). As células
que residem, proliferam e se diferenciam no organismo vivo estdo
dispostas em um micro ambiente tridimensional (3D) conhecido como
matriz extracelular (MEC). Esta matriz ¢ uma estrutura complexa, formada
a partir de componentes sintetizados e depositados no exterior da superficie
celular (colagenos, glicoproteinas e proteoglicanas) os quais fornecem
integridade estrutural e funcional para os tecidos conjuntivos e Orgaos
(DALEY et al, 2008; CHEN & JIN, 2010). Varias tentativas t€ém sido
feitas no sentido de estabelecer um sistema de cultura que mimetize as
interagdes entre células e MEC, como ocorre in vivo. Para reconstituir o
ambiente in vivo, cé€lulas devem aderir e crescer adequadamente nos
arcabougos ou substratos tridimensionais (3D) facilitando assim o contato
célula-célula e a expressao do fendtipo esperado (MINUTH et al., 1998;
GRIFFITH, 2002). As c¢lulas cultivadas em matriz 3D representam mais
de perto a estrutura natural e fun¢do dos tecidos in vivo no que diz respeito
a fisiologia, forma da célula e seu ambiente (MUELLER-KIESER, 1997;
CHEVALLAY & HERBAGE, 2000; XU et al., 2009).

A mecanotransdu¢do pode ser definida como o estimulo mecanico

sobre a célula e tem sua aplicagdo na fisiologia humana por meio da Lei de
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Wolff - “Ossos respondem dinamicamente a presenga ou auséncia de

tensao com mudancas de tamanho, forma e densidade”.

Quando uma carga ¢ aplicada sobre a cé€lula, a mesma pode se

diferenciar (células viaveis) ou morrer (apoptose € necrose).

A forma de se obter a resposta da atividade celular quando a célula ¢
submetida a uma carga ¢ a partir de um modelo de estudo. O modelo mais
complexo para este fim ¢ o que poderia simular as condigdes proximas a
existente no ligamento periodontal humano (LPH) porque esta ¢ uma
estrutura altamente diferenciada. O ligamento periodontal ¢ o tecido
conjuntivo que preenche o espaco entre a raiz do dente e sua loja dssea
alveolar. Como outros tecidos conectivos, ¢ constituido por fibras,
principalmente colagenas, envolvidas por uma matriz gelatinosa
juntamente com células, vasos sanguineos e nervos. A funcao principal do
ligamento periodontal € reter o dente no osso alveolar maxilar e
mandibular. A inducdo da remodelacdo Ossea por meio da aplicagdao de
forgas fisioldgicas ou mecanicas ¢ muito importante. As forcas de
compressdo estatica sdo estimulos mecanicos importantes no ligamento
periodontal e tem uma estreita relacio com os movimentos dentarios
terapéuticos. As respostas iniciais e tardias dos genes relacionados ao
estresse compressivo nas cé€lulas do ligamento periodontal podem
contribuir para o movimento dentario mecanico ou para a remodelacdo

ossea alveolar (LEE et al., 2007).

Assim como outros tecidos conjuntivos, o ligamento periodontal ¢
um tecido onde predominam os fibroblastos, mas também pode-se
encontrar cé¢lulas mesenquimais indiferenciadas e células epiteliais. As

c¢lulas do ligamento periodontal formam, reparam e mantém ndo sé o
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proprio ligamento como também o osso alveolar e o cemento radicular
(ANDERSEN & NORTON, 1991; LEKIC & MCCULLOCH, 1996;
BASDRA, 1997; BUMANN et al., 1997, ZENTNER et al., 2000; LE
GALL & SASTRE, 2010). Além disso, as fibras do ligamento periodontal
estdo continuamente em remodelagdo para se adaptarem as alteracdes de
estresse a que sao submetidas (REDILICHA, 2004; NAKAGIMA et al.,
2008; HACOPIAN et al., 2011).

Os fibroblastos do ligamento periodontal desempenham um papel
importante nos processos de remodelagdo 6ssea e movimentacao por meio
de uma for¢ca mecanica induzida pela producdo de varias enzimas e
citocinas ativas, incluindo o RANK (Receptor Ativador do Fator Nuclear
Kappa ), RANKL (Ligante) e a OPG (Osteoprotegerina) (YOUSEFIAN,
1995; KOHNO et al., 2002; NISHIJIMA et al., 2006; TAN et al., 2009;
KOOK, JANG, LEE, 2011; NOTOMI, EZURA, NODA, 2012; ZHU et al.,
2013). Em resposta a pressdo exercida por forcas biomecanicas induzidas,
os fibroblastos do ligamento periodontal podem iniciar uma cadeia de
eventos na movimentagdo dentdria, incluindo remodelagao 6ssea alveolar
(NAKAGO-MATSUQO et al., 1996). Estas células cultivadas em géis de
colageno 3D experimentam um ambiente mais rico, complexo, fisica e

geometricamente muito diferentes do que células em superficies 2D.

O sistema de cultura em substratos tridimensionais tem a finalidade
de promover a propagacdo celular por meio do uso de suportes de matriz
3D. Este modelo de estudo envolvendo a mecanotransducao, por meio da
compressao continua de células, podera oferecer a resposta da viabilidade e

morte celular.
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2. OBJETIVO

Avaliar a viabilidade e morte celular no modelo de compressao
continua na cultura de fibroblastos derivados do ligamento

periodontal humano.
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3. LITERATURA

NYMAN et al. (1982) sugeriram a heterogeneidade dos fibroblastos
presentes no periodonto com fenotipo Unico e atividade funcional distinta.
Enquanto os fibroblastos gengivais garantem a sintese e integridade do
tecido conjuntivo gengival, os fibroblastos dos ligamentos periodontais
com fungdes especializadas sdo responsaveis pela formacao e manutengao
do ligamento periodontal, além do reparo, remodelamento e regeneragdo do

cemento e o0sso alveolar adjacente, in vivo.

MACDONALD (1990) afirmou que a cultura celular ¢ uma
tecnologia indispensdvel nos ramos das ciéncias biologicas, pois fornece
bases para o estudo da proliferacao celular, diferenciacdo e formagao de
produtos em condi¢des cuidadosamente controladas. A técnica de cultura
celular contribuiu significativamente na pesquisa do genoma humano e nas
vias de sinaliza¢do intra e intercelular, que regulam a expressdo génica. A
cultura celular ¢ utilizada em grande escala para o crescimento de virus, a
producdo de vacinas, o desenvolvimento de anticorpos monoclonais, a
producao de substincias farmacéuticas, como hormodnios, enzimas, fatores
de crescimento e coagulagdo, manipulada por técnicas de DNA

recombinante.

YOUSEFIAN et al. (1995) desenvolveram um aparelho para aplicar
pressdo hidrostatica dinamicamente as células do ligamento periodontal

(PDL) in vitro. O objetivo desta pesquisa foi construir este aparelho e
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determinar seus efeitos nas células do PDL. Foram colhidas células do PDL
humano de pré-molares recentemente extraidos. As ce€lulas foram
estimuladas mecanicamente por este aparelho em diferentes magnitudes de
pressdo hidrostatica continua positiva ou negativa (PHP ou NHP),
respectivamente. A aplicagdo de PHP entre 0.3 e 30 g/cm® aumentou
significantemente a produgdo de prostaglandinas E (PGE) e de AMP
ciclico (cAMP) intracelular. Em contraste, a estimulagdo por NHP
diminuiu significantemente a produ¢do de PGE e o nivel intracelular de
cAMP. A taxa de proliferacdo celular aumentou significantemente nas
primeiras 24 ¢ 48 horas apds a estimulagdo com -30 g/cm® de NHP. Em
contrapartida, a estimulagio com +30 g/cm® de PHP diminuiu
significantemente a taxa de proliferagdo dessas células em 24 e 48 horas. A
estimulagdo entre +30 a +60 g/cm’ aumentou a largura ¢ 0 comprimento
das células e pareceu aumentar a superficie de adesdo ao fundo das placas
de cultura. Em contraste, NHP (entre -30 ¢ -60 g/cm®) diminuiu essas
dimensdes e pareceu reduzir a superficie de fixacdo. Esses resultados
indicaram que este tipo de perturbacdo mecanica das células do PDL

produzem respostas fisioldgicas e ndo € prejudicial a vitalidade das células.

NAKAGO-MATSUO et al. (1996) cultivaram fibroblastos do
ligamento periodontal que foram expostos a mudanca controlada de
pressao hidraulica e depois monitorados constantemente com um medidor
de pressdo elétrica (Gauge). A concentracdo de célcio intracelular foi
medida em tempo real, por um corante fluorescente de ligacdo ao célcio,
fluo-3. A elevagao da pressao hidraulica, para um nivel que variou de 20 a
50 mm Hg, induziu a elevagdo transitoria da concentracdo de calcio

intracelular em cerca de 10% dos fibroblastos observados, indicando que
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estas células poderiam responder a mudancas de pressdao. Os resultados
mostraram que os fibroblastos do ligamento periodontal, em resposta a
pressdo exercida pela forca ortodontica, poderiam iniciar uma cadeia de
eventos na movimentacdo ortodontica, incluindo remodelacao O&ssea
alveolar. O nivel de limiar de pressdo (27 a 68 mm Hg) obtidos neste
experimento, no qual os fibroblastos comecaram a responder, forneceria
uma base bioquimica para determinar a magnitude ideal de estresse para

clinica ortodontica.

BUMANN et al. (1997) afirmaram que o processo dindmico de
remodelacdo que ocorre no ligamento periodontal (PDL) € representado
pela reagdo das células do PDL a simulagdo de diferentes forgas
ortodonticas, principalmente pela degradacao e sintese de colageno tipo I,
III, V, VI, XII e XIV. A proposta deste estudo foi de quantificar os tipos
especificos de coldgeno encontrados no PDL nas zonas de tensdo e
compressdao dos dentes experimentais. As mudangas ocorridas no tecido
poderiam entdo ser correlacionadas com a degradacao tecidual ocorrida nos
tecidos estimulados com forcas ortodonticas. Pré-molares superiores e
inferiores de trés pacientes femininos € um masculino foram movimentados
com box loop por um total de 14 dias antes de serem extraidos. Os dentes
colaterais tanto da maxila quanto da mandibula ndo foram movimentados e
foram utilizados como grupo controle. Um total de sete dentes no grupo
experimental e sete no grupo controle foram utilizados nesta investigacgao.
A raspagem de fibroblastos do PDL do terco cervical das raizes
(correspondentes a area de tensdo e compressao) dos dentes experimentais
e também dos dentes controle, foram submetidas a meio de cultura in vitro

a 37°C em uma incubadora umidificada com 5% de CO,/95 por % de ar. A
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sintese de colageno dos tipos I, III, V e VI foi quantificada utilizando o
método ELISA. A aplicagdo de forcas ortodonticas nos dentes
experimentais mostraram um aumento significante (p<0,05) da sintese de
colageno de todos os tipos na regido de compressdao. O oposto do que
ocorreu na regido de tensdo. Ndo houve diferenca significante na
comparagdo da sintese de colageno das areas de compressio e na
distribui¢cdo proporcional dos tipo de colageno entre os dentes da maxila e
mandibula. O metabolismo de colageno em resposta ao estimulo
ortodontico foi maior nas zonas de compressao € menor nas zonas de
tensdo. Contrario ao que ¢ normalmente descrito na literatura, os achados
indicaram que, em adi¢do a reabsorcdo Ossea, a remodelagdao tecidual ¢
muito ativa nas zonas de compressao apos o desaparecimento das areas de
hialinizagdo. Esses achados constituiram um modelo para futuros estudos

do metabolismo do colageno durante o movimento ortodontico.

BRASDA (1997) enfatizou que o entendimento dos fundamentos
biologicos da movimentacdo dentdria € crucial para a ortodontia. A
identificacdo dos componentes dos sinais de transducdo iniciados apos a
aplicacdo de for¢a permitiu a sua manipulagdo levando a melhores
resultados. Para examinar os efeitos da estimulacdo mecanica no
periodonto, células do ligamento periodontal foram isoladas, colocadas em
meio de cultura e caracterizadas. Em contraste com os fibroblastos
gengivais, os fibroblastos do periodonto humano exibiram caracteristicas
tipicas dos osteoblastos. Para entender o papel da estimulacdo mecanica,
forcas ortodonticas relevantes foram simuladas in vitro. Para isso, as
células do ligamento foram colocadas em meio de cultura em placas de

Petri com fundo flexivel que permitiu ser esticado através de um modelo
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convexo, de forma que as células aderentes também foram estiradas. O
resultado deste experimento demonstrou que as células do ligamento
periodontal humano responderam ao estiramento mecanico por sinais de
transducdo que provavelmente incluiram pequenas proteinas ligantes de

GTP (Guanosina Trifosfato) e fatores de transcri¢cdo (c-Jun e ¢ Fos).

SANT’ANA et al. (2002) concluiram que os estudos in vitro para
analise da viabilidade de procedimentos que visem a regeneragdo
periodontal possibilitaram o controle do microambiente e a homogeneidade
dos tipos celulares envolvidos. O objetivo deste estudo foi estabelecer e
caracterizar uma linhagem continua de células derivadas do ligamento
periodontal humano. Estas cé€lulas foram obtidas por meio da técnica do
explante de tecido removido por raspagem do ter¢o médio das raizes de 3°s
molares extraidos por razdes nao periodontais de trés pacientes saudaveis,
sem sinais clinicos ou radiograficos de doenca periodontal. Posteriormente,
as cé€lulas foram caracterizadas por meio de microscopia de luz (contraste
de fase), padrdo de crescimento, testes imunohistoquimicos, histoquimicos
e enzimaticos para confirmacdo da sua natureza. Morfologicamente,
apresentaram aspecto fusiforme ou estrelado, compativel com ce¢lulas
fibroblasticas. Houve marcagdo positiva para anticorpos contra vimentina,
osteonectina, fibronectina, sialoproteina dssea II e tenascina e negativa para
anticorpos anti-citoqueratina (AE1/AE3), actina e colageno III. A presenca
de ndédulos mineralizados sintetizados in vitro pelas células foi confirmada
pelo teste de Von Kossa. Esses resultados, em conjunto, indicaram que as
células cultivadas, denominadas FL2, eram derivadas do ligamento

periodontal e, portanto, poderiam ser utilizadas em estudos in vitro.
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KOHNO et al. (2002) apresentaram um trabalho com o objetivo de
investigar as forgas leves para a movimentagdo dentaria experimental. O
método utilizado incluiu o uso de forcas ortodonticas leves de 1, 2, 3, 6, 6,5
e 10 g de forca (gf) que foram aplicadas por 14 dias para movimentar
molares de ratos, e foram examinados os efeitos das forcas sobre a taxa de
movimento do dente e as alteracdes do periodonto. Os resultados foram
obtidos no periodo inicial, a despeito dos diferentes niveis de forga
utilizados em cada grupo, que nao haviam diferencas significativas no
deslocamento dentario. Da hora 56 ao dia 14, o deslocamento do dente no
grupo de 1,2 gf foi significativamente menor do que nos outros grupos € a
taxa foi quase constante. As taxas de deslocamento do dente nos grupos de
3,6, 6,5, e 10 gf variou repetidamente, enquanto as forcas ortodonticos
diminuiram gradualmente. Concluiu-se que a movimentacdo dentaria
experimental em ratos, deslocando sem atrito sob forgas leves, era
constante ou oscilava em ciclos com varios dias de duracao. Essa conclusao
foi contraditoria com a teoria de trés fases do movimento dentario descrito

em pesquisas anteriores usando forcas pesadas.

REDILICHA (2004) descreveu que a capacidade das fibras elasticas
de responder a estimulos mecanicos sugere que essas fibras
desempenhavam um papel central na adaptagdo fisiologica a estimulos
externos, incluindo aplicagdo de forga ortodontica. O objetivo deste estudo
foi examinar o efeito de pressdo externa simulando forca ortodontica na
tropoelastina, que ¢ a expressdo génica em culturas de fibroblastos do
tecido do ligamento periodontal humano (hPDLF). A simulaciao de pressao
externa foi obtida por centrifugacdo durante 10, 30, 60, 90 e 120 min dos

hPDLF num rotor horizontal de microplacas. Analise semi-quantitativa
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RT-PCR da tropoelastina mRNA foi realizada e b-actina foi utilizada como
um controle interno ndo variavel. Enquanto a forca centrifuga nos niveis de
mRNA da b-actina mostrou quase nenhuma mudanga, os niveis de mRNA
da tropoelastina aumentou significativamente para um nivel de pico de
mais do que quatro vezes depois de 30 min. Posteriormente, aos 60 min,
foram mantidos os niveis de mRNA em mais de trés vezes. Apos 90
minutos, o nivel de mRNA reduziu-se ao nivel controle. Os achados de que
nao houve mudangas nos niveis de mRNA de b-actina ocorreu durante os
primeiros 90 minutos de centrifugacdo valida a sua utilizagdo como um
controle do gene ndo varidvel nesse modelo experimental. Este estudo
demonstrou que tropoelastina foi expresso em hPDLF e que a pressao
causou uma significativa maior regulagdo (upregulation) dependente do
tempo do gene tropoelastina. A capacidade de resposta do gene
tropoelastina para forcas mostrou sua possivel importancia clinica no
movimento dentario ortodontico. Mais estudos, contudo, serdo essenciais a
fim de saber se a expressao elevada do gene in vitro também seria seguido
por sintese da proteina correspondente e deposi¢do in vivo na matriz

extracelular (ECM) do ligamento periodontal (PDL).

NISHIJIMA et al. (2006) realizaram um estudo para determinar os
niveis de ativadores de receptores de NFkB ligante (RANKL) e
Osteoprotegerina (OPG) no fluido crevicular gengival (GCF) durante os
movimentos dentarios ortodonticos. Um segundo objetivo foi investigar o
efeito da forgca de compressao no RANKL e produgao de OPG pelas células
do PDL humano (hPDL). Dez pacientes adolescentes foram incluidos. O
GCF foi coletado da margem cervical distal dos dentes experimentais e

controle a 0,1, 24 e 168h apds a forca de retragdo ser aplicada. Este estudo
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in vitro foi feito para examinar a secrecio de RANKL e OPG das células
do hPDL apos a aplicagao de forca de compressao (zero, 0.5, 1.0, 2.0 ¢ 3.0
g/cm’ por 48hs). Foram utilizados Kits de ensaio imunoabsorvente ligado a
enzima (ELISA) para determinar os niveis de RANKL e niveis de OPG no
GCF e no meio condicionado. Encontraram que os niveis de RANKL no
GCF foram significantemente mais altos, € os niveis de OPG foram
significantemente mais baixos nos caninos experimentais do que nos dentes
controle em 24h, mas ndo houve diferenca estatisticamente significante a
0,1 ou 168h. Os estudos in vitro indicaram que a forca de compressao
aumentou significantemente a secrecdo de RANKL e diminuiu a de OPG
nas cé¢lulas do hPDL de uma forma dependente do tempo e magnitude da
forca. A secre¢do de RANKL estimulada pela compressdo aumentou
aproximadamente 16.7 vezes e a de OPG diminuiu 2.9 vezes, comparada
com o grupo controle. Os resultados obtidos sugeriram que as alteragdes da
quantidade de RANKL e OPG poderiam estar envolvidas na reabsor¢do

6ssea como resposta a forca de compressao.

LEE et al, (2007) confirmaram que forcas compressivas eram
estimulos mecanicos importantes no PDL e tinham uma estreita relagdo
com os movimentos dentarios terap€uticos. Neste estudo, foram avaliadas
as respostas iniciais e tardias dos genes relacionados ao estresse
compressivo nas cé€lulas do PDL. Particularmente, a expressio de
interleucina (IL) - 6, IL-8 e fosfatase alcalina (ALP) foram estudadas. As
culturas priméarias de células do PDL foram cultivadas em gel de colageno
tridimensional e receberam forga estatica de compressao continua (1.76
g/em’). Os genes expressados foram examinados por ensaios de

microarranjos cDNA em 2 ou 12 horas apos a iniciacdo da aplicagcdo de
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forca mecanica. Os genes de interesse que mostraram alteracdes de
expressdo significantes no ensaio de microarranjo cDNA foram analisados
posteriormente por reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa quantitativa (RT-PCR), ensaios imunoabsorventes ligados a enzima
(ELISA) e ensaios ALP. As ALP, IL-6 e IL-8 foram selecionados entre os
genes que tiveram alteragdes significativas de expressdo (/M/>0.7) e
subsequentemente foram confirmados por RT-PCR quantitativa. A
concentragdo de proteina secretada para IL-6, IL-8 e atividade de ALP
foram medidas 72 horas apos a aplicagdo de for¢a compressiva estatica
continua. Os niveis de proteina de IL-6 aumentaram significativamente em
72h (p <0,001), mas nao houve mudanga significativa na IL-8 (p>0,05). A
atividade de ALP diminuiu 41.5% comparada com o grupo controle
(p=0,015). Considerando que a IL-6 ¢ um potente ativador osteoclastico e
que o lado de compressio do PDL durante o movimento ortoddntico
mostrou a reabsor¢ao do tecido calcificado, a alteragdao da expressao de IL-
6 e ALP em resposta a for¢a de compressao estatica nas células do PDL
puderam contribuir para o movimento ortodontico dentario ou para a

remodelagao Ossea alveolar.

NAKAGIMA et al. (2008) relataram que o estresse mecanico
ocasionado pelo aparelho ortodontico induziu a substancias biologicamente
ativas. Fator de crescimento de fibroblastos ¢ uma citocina multifuncional
que possui varios efeitos nas células fibroblasticas, e fator-2 de crescimento
de fibroblasto desempenhando um papel importante na remodelagao do
ligamento periodontal. O receptor ativador do fator nuclear KAPPA B
ligante (RANKL) ¢ uma importante proteina envolvida na

osteoclastogénese e os autores relataram recentemente que os niveis de
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RANKL foram aumentados pela for¢ca de compressao in vitro. No presente
estudo foram investigados os efeitos da for¢a de compressao no fator-2 de
crescimento de fibroblastos e produ¢do de RANKL pelas células do
ligamento periodontal humano. Uma forga de compressdo (0,5 - 4,0 g/cm?)
foi aplicada nas células do ligamento periodontal humano por 0 - 24 horas.
As quantidades de RANKL (sRANKL) soluveis e fator-2 de crescimento
de fibroblastos foram medidas usando ELISA enquanto que os niveis de
mRNA foram determinados pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Além disso, anti-fator-2 de crescimento de fibroblastos foram adicionados
para os meios de cultura de células e mediram a inibicio de SRANKL e
fator-2 de crescimento de fibroblastos pela enzyme —linked immunosorbent
assay. A for¢a de compressao induziu a um nivel mais alto de RANKL e
fator -2 de crescimento de fibroblastos no tempo e magnitude da forga de
uma forma dependente. Tratamento com fator-2 crescimento anti-
fibroblasto inibiu a liberagdo da sRANKL. Concluiram que o fator-2 de
crescimento de fibroblasto poderia estar envolvido parcialmente na

osteoclastogénese durante o0 movimento dental.

LISBOA et al. (2009) certificaram que as forcas compressivas
ortodonticas no ligamento periodontal promovem a expressdo de
mediadores pro-inflamatorios € da matriz metaloproteinase responsaveis
pela movimentacao dentaria. A quantidade de tempo atuando nas células
periodontais ¢ o aumento da quantidade de esforco mecanico (estresse)
causados pelas forcas ortodonticas sdo considerados reguladores dos niveis
de metaloproteinases (MMPs) no tecido periodontal. Para estudar a
possibilidade de regulacdo na atividade das metaloproteinases 2, 3, 7, 9, e

10 pela simulagdo de forcas ortodonticas, culturas de fibroblastos do
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ligamento periodontal humano foram centrifugadas (141 x g) durante 30,
60, 90, e 120 minutos, simulando for¢as ortodonticas. A viabilidade
celular, quantificagdo de proteinas e atividade das metaloproteinases por
zimografia foram avaliados em 24, 48 e 72 horas ap0s a centrifugacdo nas
células lisadas e crescimento médio. A atividade da 72-k da matriz
metaloproteinase 2 foi reduzida em 24 horas, independentemente da
duragdo da centrifugacdo e as 48 horas em células centrifugadas durante 30
minutos somente. Diminui¢do da quantidade de proteina total nos lisados
foi visto em 48 e 72 horas, sem qualquer alteragdo na viabilidade celular.
Os dados indicaram que a quantidade de esfor¢co mecanico regulou os
niveis de secre¢do da matriz metaloproteinase. Além disso, a centrifugagao
tal como um modelo para simular for¢a ortodontica, pode ser usado como
um simples e confiavel método, para estudar o papel desempenhado pelas
matrizes de metaloproteinases no ligamento periodontal, quando
submetidos as forcas mecanicas que ocorrem durante a movimentacao

dentaria.

LE GALL & SASTRE (2010) estudaram os fundamentos da
movimentacdo dentaria. Afirmaram que os avancos no campo dos
fendmenos moleculares permitiram um total entendimento dos mecanismos
que trabalham na movimentacdo dentaria. As forcas aplicadas pelos
aparelhos ortodonticos sdo convertidas em sinais celulares através da
deformacao das paredes Osseas e da reagdo inflamatoria que elas provocam.
Sucessivamente, as numerosas citocinas que sao criadas por esse processo,
ativam outros mensageiros que diferenciam, ativam e inibem a variedade
celular envolvida na movimentacdo dentdria. O objetivo deste estudo foi

rever os principios fundamentais envolvidos na remodelacdo 6ssea que sdo
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indispensaveis na realizagdo de movimentos dentarios rapidos e
harmoniosos, respeitando os limites fisioldgicos para evitar as repercussoes
indesejadas (reabsorcao e anquilose radicular) ou recidivas. Concluiram
que os recentes avancos na area da biologia tem levado a um melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na movimentacao ortodontica.
Dependendo do estado da movimentagdo dentéria, diferentes interacoes
célula-célula e célula-matriz extracelular ocorrem, e estas determinam a
forma de remodela¢do do osso e do ligamento. Novos estudos que tentam
descobrir as interagdes moleculares e os mecanismos reguladores destes
fendmenos poderao levar a um tratamento ortodontico mais efetivo e evitar

efeitos colaterais indesejados como anquilose e reabsorcao radicular.

URIBE et al. (2011) desenvolveram um modelo ortodontico de
cultura de o6rgdo em ratos para examinar as alteracdes inicialmente
induzidas na diferenciacdo de odontoblastos através de marcadores dentro
do ligamento periodontal (PDL) e do osso alveolar. Foram dissecadas e
cortadas mandibulas de ratos transgénicos de 4 a 12 semanas de vida. Uma
mola ortoddntica super elastica convencional (25g) foi colada do incisivo
ao primeiro molar de um lado da mandibula. O outro lado serviu como
controle. As mandibulas dissecadas foram colocadas em meio de cultura
por 6 horas e entdo foram analisadas pela histologia em relacdo a
proliferagao (imunocorante BrdU) e expressdo de proteina fluorescente.
Além disso, um modelo in vivo usando os mesmos métodos foi aplicado
em ratos transgénicos contendo 3.6 Coll-GFP. Foi observado um aumento
significante in vitro de células positivas BSP-GFP e 3.6 Coll-GFP apos 6
horas de carga ortodontica, no lado de tragdo do PDL comparado com o

lado controle. No lado de compressdo, houve uma significante diminui¢ao
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das células positivas 3.6 Coll-GFP comparando com o lado controle. In
vivo, as mesmas tendéncias foram encontradas. Este novo modelo in vitro
de cultura de 6rgdo para movimento dentario mandibular associado com a
tecnologia dos ratos transgénicos, ofereceu uma potente ferramenta de
delineacdo dos eventos iniciais celulares e moleculares da movimentacao

ortodontica dentaria.

HACOPIAN et al. (2011) descreveram que oS mecanismos
biologicos do movimento dentirio se baseiam na resposta dos tecidos
periodontais para for¢as mecanicas. O resultado final desta resposta ¢ a
remodelacdo da matriz extracelular. As reagdes teciduais podem variar
dependendo do tipo, intensidade e duragdo das forgas aplicadas. O objetivo
do presente estudo foi analisar os efeitos da forca centrifuga na transcricao
de colageno tipo I (Col-I), matriz de metaloproteinase-1 (MMP-1), e
inibidor de tecido de genes de metaloproteinase-1 (TIMP-1) em
fibroblastos do ligamento periodontal (PDL) humano. Fibroblastos
humanos obtidos a partir do PDL foram cultivados e submetidos a forcas
centrifugas (36,3 g/cm’) de 30, 60 ¢ 90 min de forma continua. Isto
também foi realizado ininterruptamente, trés vezes, durante 30 min e seis
vezes durante 15 min. A codificagdo mRNAs para Col-I, MMP-1, e TIMP-
1 foram quantificados utilizando RT-PCR. Os niveis de mRNA de Col-I e
MMP-1 foram aumentados quando forca continua foi aplicada durante 30
min ¢ 60 min, respectivamente. A forca interrompida teve quase nenhum
efeito em genes Cl-I, MMP- 1 e TIMP-1. Estes resultados indicaram que as
forgas continuas tiveram um efeito maior na indugdo da expressdo de genes
durante o processo de remodelagdo de PDL em comparagao com as forgas

interrompidas com curto periodos de descanso.
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KOOK, JANG, LEE (2011) relataram que fibroblastos do ligamento

periodontal (FLP) sentem e respondem a estimulos mecénicos e participam
da reabsorcao dssea alveolar durante o tratamento ortodontico. Este estudo
examinou como o FLP influencia a osteoclastogénese de macréfagos
derivados da medula 6ssea (BMM), apos a aplicagdo de tensao ou forga de
compressdao. Investigaram também se linfocitos poderiam ser um
estimulador primario da ativacdo osteocldstica durante remodelagdo Ossea
alveolar. Descobriram que as forcas mecanicas inibiram a diferenciacao
osteoclastica de BMM em co-culturas com FLP, com FLP produzindo
predominantemente osteoprotegerina (OPG), em vez de receptor ativador
do fator nuclear-kappaB (NF-kB) ligante (RANKL). Em particular, o FLP
aumentou a expressao do fator de necrose tumoral (TNF)-a em resposta a
compressdo. Experimentos adicionais mostraram o presenca de células T
CD4-p e B220 - positivas com um aumento subsequente da fosfatase acida
tartarato-resistente (TRAP) e as células positivas para expressio RANKL
apenas no lado da compressdo dos tecidos periodontais sujeitos a forga.
TNF-a exogeno aumentou o numero de células TRAP- positivas e
formacao de poco em co-culturas de BMM com células Jurkat, mas nao
com c¢lulas BJAB e este efeito foi quase totalmente inibido por anticorpos
anti-TNF-a, ou do receptor de TNF. Coletivamente, os resultados
sugeriram que FLP podem secretar niveis relativamente altos de TNF-a no
lado de compressao do que no lado de tensdo e este desequilibrio conduz a
expressao de RANKL, ativando CD4p células T, o que facilitou a

reabsor¢ao dssea durante a movimentagao dentaria ortoddntica.

DIERCKE et al. (2011) consideraram que durante o movimento

dentario ortodontico, a aplicagdo de for¢as adequadas permitiu que os
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dentes pudessem ser movidos através do osso alveolar. Estas for¢as foram
transmitidas através dos ligamentos periodontais (PDL) para o osso
alveolar de suporte e levou a deposicio ou a reabsor¢do de o0sso,
dependendo se os tecidos estivessem expostos a uma mecanica de tensio
extensiva ou compressiva. Os fibroblastos no interior do PDL (PDLF)
foram considerados serem de resposta mecanica. Os mecanismos de
transducdo da carga mecéanica do PDLF para iniciarem a remodelacao
O0ssea nao estdo claramente compreendidos. Recentemente, tem sido
mostrado que membros da familia ephrin/Eph estdo envolvidos na
regulacdo da homeostase Ossea. Pela primeira vez, demonstrou-se que
PDLF expostos a tensdo elastica induzem a expressao de ephrin B2 via um
FAK, Ras, ERK1/2-, e via de SPI-dependente. Osteoblastos do osso
alveolar estimulados com efrina-B2 aumentaram a expressdao de genes
osteoblastogénicos e demonstrou sinais funcionais da diferenciagdo dos
osteoblastos. Numa configuragdo fisiologica, a sinalizacdo de ephrin-B2-
EphB4 entre PDLF e osteoblastos do osso alveolar pode contribuir para

osteogénese em locais de tensdo durante o movimentacao ortodontica.

LI et al. (2013) apresentaram um modelo de tecido do ligamento
periodontal que poderia imitar o comportamento bioldgico deste ligamento
sob compressao estatica na movimentacdo ortodontica. Neste estudo, o
objetivo foi investigar o periodo de tempo dos perfis de expressdo génica
no modelo de tecido do ligamento periodontal sob compressdo. O modelo
de tecido do ligamento periodontal foi estabelecido por meio da cultura de
células do ligamento periodontal em 3D, em camadas de folhas finas de
acido lactico-co-glicolico (PLGA poroso), que foi submetido a compressao

estatica de 25 g/cm2 durante 6, 24 ¢ 72 horas, respectivamente. Apos, 0s
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perfis de expressdo génica foram investigados utilizando o ensaio de
microarranjo seguido por via de sinalizagdo e andlise ontologia do gene
(GO). A verificagdo de 15 genes identificados e de interesse foi realizada
por meio da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). A
alteragdo da proliferagdo celular foi detectada por meio da rotulagem EdU.
Os resultados mostraram que entre os genes identificados e expressos
diferencialmente, houve numerosos indutores de Osteoclastogénese
(incluindo CCL20, a COX-1, inibidores de COX-2, RANKL, PTHrP, IL-8,
etc), inibidores de Osteoclastogénese (incluindo IL-1Ra, NOG, OPQG, etc) e
outros reguladores potenciais de remodelagdo 6ssea (incluindo STCL, Cyr
61, FOS, etc). De acordo com os dados da analise do microarranjo, as vias
mais significativas incluiram o receptor de interacdo citocina-citocina
(contendo CCL20, RANKL, IL-11, IL-8), a MAPK (contendo FGF7, FOS,
MAP3KS) e ciclo celular (contendo CDLK, CCNA2, etc). Os GOs mais
significativos incluiu sinalizagdo celular (contendo CCL20, STCI1, FGF7,
IL-11, IL-8), o espago celular (contendo CCL20, IL-1Ra, NOG, PTHrP, a
IL-11, IL-8) e movimento baseado em microtubos (contendo KIFI11,
KIF23). Apds a compressdo prolongada, a proliferagdo celular foi
significativamente inibida. Concluiram que os achados neste estudo
expandiu a compreensao dos papéis como o ligamento periodontal reage

sob compressao estatica durante a movimentagao ortodontica.

JACOBS et al. (2013) enfatizaram que no tratamento ortodontico a
forca correta de tensdo mecanica tem um papel importante na remodelacao
Ossea durante a movimentacao dos dentes. O objetivo deste estudo foi o de
investigar a diferenciagdo osteogénica de fibroblastos do ligamento

periodontal humano submetidos a aplicagdo de forga mecanica comparando
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com osteoblastos. No experimento in vitro fibroblastos e osteoblastos
foram expostos as diferentes forcas (1% = 0,7 ¢cN/mm?, 5% = 3 ¢cN/mm’ e
10% = 5,2 ¢cN/mm?®) de pressdo mecénica estatica durante 12 horas. A
viabilidade celular foi avaliada por MTT e a apoptose por meio do ensaio
de TUNEL. A expressdo do gene de ciclina, fosfatase alcalina, colageno I,
osteocalcina, osteoprotegerina (OPG) e RANKL foram investigados
utilizando a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). A
sintese de OPG e RANKL foi medida pelo ensaio de ELISA e a atividade
da fosfatase alcalina por meio do ensaio colorimétrico. Na aplicacao de
10% de for¢a de compressao estatica houve um decréscimo da viabilidade
celular de ambas as células, mas ndo houve aumento da taxa de apoptose.
O PCR mostrou maior aumento da expressao para ciclina, fibroblastos e
osteoblastos quando aplicada uma forga de compressio de 5% e
osteoblastos mostraram uma duplicagdo da expressdo do colageno do gene
de colageno I. Os fibroblastos e os osteoblastos mostraram-se dependentes
da forca na sintese de Osteoprotegerina e atividade da fosfatase alcalina,
enquanto os osteoblastos demonstraram uma diminuicdo na sintese de
osteoprotegerina e da atividade da fosfatase alcalina quando aplicada forca
compressiva de 10%. Diferenciacdo osteogénica de fibroblastos
correlacionou-se com o aumento da for¢ca de compressao. Osteoblastos
mostraram diminui¢ao da sua atividade quando foram submetidos as forcas
mais altas, demonstrando um potencial comprometimento na remodelagcdo
Ossea. Forgcas compressivas de 5% proporcionaram melhores condigdes
para a formagdo Ossea durante € apds a movimentagdo mecanica dos

dentes.
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SAMINATHAN, VINOTH, CAO (2013) argumentaram que as

células do ligamento periodontal ficam estacionadas nos sistemas de
culturas bidimensionais € que estdo em um estado padrio duplo. O
principal objetivo deste trabalho foi o de projetar e caracterizar as
construgdes tridimensionais, semeando células do ligamento periodontal
em peliculas de hydrogel de gelatina e hialuronano (80-100 Im) num
formato capaz de ser deformada mecanicamente. Arcaboucos de ligamento
periodontal humano foram cultivados com e sem fator de crescimento do
tecido conjuntivo (CTGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FG) — 2
em culturas bidimensionais e culturas mecanicamente ativas submetidas as
forcas ciclicas de 12% em 0.2 Hz a cada minuto, 6 horas por dia, numa
unidade de forca no Flexcell FX-4000. Os seguintes pardmetros foram
medidos: numero de células e viabilidade celular verificadas por
microscopia confocal de varredura; proliferacao celular com ensaio MTS; a
expressdo de um painel de 18 genes utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR); matriz de metaloproteinases (MMPs)
1-3, TIMP-1, CTGF e FGF-2 niveis de proteinas nos sobrenadantes das
culturas ativadas mecanicamente com ensaios imunossorventes ELISA.
Construcoes de culturas bidimensionais também foram examinadas com
microscopia eletronica de varredura e histoquimica para actina e vinculina.
Embora inicialmente distribuidas aleatoriamente, as células se organizaram
em uma bicamada no 7° dia; células apoptdticas mantiveram-se constantes
a cerca de 5% do total. CTGF/FGF-2 estimularam a proliferacdo celular em
culturas estacionarias, mas valores de quantidades relativas sugeriram
efeitos modestos sobre a expressdao génica. Concluiram que os arcabougos
de tecido tridimensionais sdo mais complexos que os sistemas de cultura

em monocamada, e sugeriram algumas suposi¢cdes a respeito do
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crescimento celular, diferenciacdo ¢ dobra da matriz baseada em culturas
bidimensionais que podem ser aplicadas as células em matrizes

tridimensionais.

HECKLER ef al. (2013) afirmaram que existem poucos modelos
tridimensionais para estudar os aspectos celulares e moleculares na
regulagdo do movimento dentario ortodontico. O objetivo deste estudo foi
o de desenvolver um modelo in vitro 3D para estudar a aplicagdo de forgas
compressivas em fibroblastos do ligamento periodontal humano. Os
fibroblastos do ligamento periodontal humano foram cultivados dentro de
géis de colageno para formar uma estrutura anadloga ao ligamento
periodontal. A caracterizacdo dos géis de colageno semeados revelou que
as celulas suportadas no gel apresentaram viabilidade e o surgimento de um
possivel fenotipo contratil, repetindo a condi¢do constrita do ligamento
periodontal humano in vivo. Foi desenvolvido um modelo 3D que
incorporava geis de colageno semeados, interligados mecanicamente em
duas extremidades de placas terminais moveis. Estas placas permitiram
uma tragdo estatica ou forca compressiva dos fibroblastos do ligamento
periodontal semeados nos géis de colageno. Testes preliminares mostraram
que este modelo 3D imitou as fibras do ligamento periodontal humano
sendo semelhantes as observadas durante a movimentagdo dentaria
ortodontica. Este modelo 3D de movimentacdo dentaria ofereceu uma
perspectiva para estudos futuros para melhorar a compreensao e os efeitos

desta movimentacao no ligamento periodontal humano.

ZHU et al. (2013) demonstraram que células troncos mesenquimais

multipotentes sdo obtidas a partir de polpas dentarias de dentes
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permanentes e dentes deciduos esfoliados, € sdo conhecidas por induzir a
geracao de osso e dentina. No entanto, o papel das células tronco da polpa
de dentes deciduos (DDPSCs) com reabsor¢ao radicular fisioldgica ainda
ndo esta claro. Estudaram as células tronco da polpa dentaria (DPSCs) em
dentes permanentes que foram obtidos e comparados as de células tronco
da polpa dentaria de dentes deciduos a partir de incisivos deciduos em
estagios diferentes de reabsorcdo da raiz: estaveis (S), médio (M) e final
(F). Seccdes descalcificadas de dentes mostraram que osteoclastos e
lacunas de reabsorcao foram mais prevalentes na fase de reabsor¢cao M. A
taxa de proliferacdo mais elevada em DDPSC foi também na fase M. As
DDPSCs na fase F produziram mais nodulos calcificados do que aqueles
nas fases S e M. A expressdo de fosfatase alcalina (ALP) foi mais elevada
na fase F, indicando que DDPSCs promoveu a mineralizacdo. Além disso,
a proporcdo de receptor ativador do fator nuclear Kappa beta ligante
(RANKL) e a expressio de osteprotegerina (OPG) foram
significativamente mais elevada na fase M, indicando que DDPSCs
promoveram a reabsor¢do. Expressio de Dickkopf 1 (DKKI) foi
notavelmente maior no grupo F e P, sugerindo que a via Wnt foi inibida
durante o processo de reabsor¢do. Concluiram que a DDPSCs influenciou a
osteoclastogénese durante o processo de reabsorcao radicular fisioldgica, e
que a via regular Wnt pode alterar a relacao de expressio RANKL/OPG em
DDPSCs.

QIN & HU (2014) enfatizaram que enquanto a sinalizacdo da
mecanotransducao foi comprovada essencial para a regeneracdo de tecidos,
continua critica para determinar respostas celulares especificas tais como

sinais mecanicos € mecanismos subjacentes. O fluxo de fluido dinamico
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induzido por carga mecénica tem sido demonstrado que t€ém potencial para
regular a adaptacdo Ossea e reduzir a perda oOssea. Vias de
mecanotransducdo sdo de grande interesse na elucidagdo da producdo de
sinais mecanicos ¢ tais efeitos observados incluiram reducdo da perda
Ossea, aumento da formacgao Ossea e diferenciacdo de células osteogénicas.
O objetivo desta revisao foi desenvolver uma compreensdo molecular dos
processos de mecanotransducao em regeneragao tecidual podendo fornecer
novos insights sobre a fisiologia 6ssea. Foi discutido o potencial de carga
mecanica utilizada para induzir o fluxo de fluido 6sseo dinamico, regulacao
de adaptacdo Ossea e otimizacdo de parametros de estimulagdo em varios
niveis de carga. O potencial de carga mecanico para regular a
microcirculagao também foi discutida. A atencdo foi atribuida ao potencial
das vias celulares e moleculares em resposta a uma carga, incluindo
osteocitos associados com a sinalizacdo Wnt, elevacdo das células
estaminais, a supressao de células adipdcitas, bem como as funcdes de
Lrp5 e microARN. Estes dados e discussdes destacaram o processo ainda
altamente complexo e coordenado de mecanotransducao na regeneracao do

tecido Osseo.

DUSCHER et al. (2014) observaram que cicatrizes e fibroses de
tecidos representavam uma fonte significativa de morbidade nos Estados
Unidos. Apesar de consideravel pesquisa focada em elucidar os
mecanismos envolvidos na formacao de cicatriz cutanea, terapias clinicas
eficazes ainda estavam nos estagios iniciais de desenvolvimento. Um
profundo conhecimento das varias vias de sinalizagdo envolvidas foi
essencial para formular estratégicas de combate as fibroses e cicatrizes.

Enquanto os esfor¢os iniciais foram focados principalmente nos
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mecanismos bioquimicos envolvidos na formacdo de cicatrizes, uma
pesquisa mais recente revelou um papel central para as for¢cas mecanicas na
modulagdo destas vias. Mecanotransdu¢ao, que se refere aos mecanismos
pelos quais forcas mecanicas sdo convertidas em estimulos bioquimicos,
tem sido estreitamente relacionada com inflamacao e fibrose ¢ acreditou-se
desempenhar um papel critico na formacdo de cicatrizes. Esta revisao
apresentou uma visdo geral da atual compreensdo dos autores dos
mecanismos envolvidos na formag¢dao de cicatrizes, com énfase no
relacionamento entre vias de mecanotransducdo e suas implicacoes

terapéuticas.

SHEN et al. (2014) constataram que forgas ortodonticas resultaram
na reabsor¢ao ¢ formagao oOssea alveolar predominantemente nos lados de
pressdo e tensdo das raizes dos dentes, respectivamente. Células-tronco do
ligamento periodontal humano demonstraram a capacidade de se
diferenciarem em osteoblastos, desempenhando funcdes importantes na
homeostase e regeneracao dos tecidos periodontais. No entanto, pouco se
sabe como as células-tronco do ligamento periodontal humano
contribuiram para a osteoclastogénese durante o movimento ortodontico
dos dentes no lado de tensdo. Neste estudo, foi aplicada uma forga de
tensdo ciclica de 12% (12% de deformacao) nas culturas de células-tronco
do ligamento periodontal humano em um meio indutor. Os marcadores
osteogénicos Runx2, ALP e OCN foram detectados no mRNA e niveis de
proteinas em diferentes periodos de tempo, utilizando PCR em tempo real e
analise Western blot (método em biologia molecular e bioquimica para
detectar proteinas). Foi descoberto que o mRNA e os niveis de Runx2,

ALP e OCN foram significantemente auto regulados depois de 6, 12 e 24
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horas de carga mecanica nas células-tronco do ligamento periodontal
humano em comparagdo aos niveis nao estimulados de células-tronco do
ligamento periodontal humano. Este estudo demonstrou, pela primeira vez,
o efeito da tensdo mecanica na diferenciagcdo osteogénica das células-tronco
do ligamento periodontal humano, como examinado com o aparelho
Flexcell FX-4000T Sistema Plus de Tensdo. Os resultados sugeriram que a
tensdo ciclica poderia promover a diferenciagdo osteogénica das células-
tronco do ligamento periodontal humano. Além disso, os efeitos da forca
ortodontica na remodelacdo do osso alveolar podem ser conseguidos por

meio das células-tronco do ligamento periodontal humano.

KURESHI et al. (2015) constataram que géis de colagenos naturais
sdo suportes de apoio celulares biomiméticos importantes, € um processo
de compressdo plastica poderia ser usado para a remocdo rapida de
qualquer espessura de fluido de coldgeno, produzindo um consistente
modelo de tecido 3D. Este estudo teve como objetivo medir as
propriedades mecanicas de deformacdo dos suportes celulares e quantificar
qualquer deformagdo que poderia ocorrer na presenca de células
(deformacao mediada por células). O desenvolvimento do equipamento de
teste aplicou tensdo de deformacdo constante durante a cultura e mediu a
extensdo em tempo real conveniente a acdo das cé€lulas. Este foi usado
como modelo de deformagao da matriz extracelular, implicando em cortes
transversais (TF) da hérnia inguinal. Experimentos mostraram que uma
tensao aplicada equivalente a 15% mostrou ruptura, a deformagao mediada
por células sobre um periodo de cultura de 24h foram identificadas taxas de
deformacao de 0,46 ¢ 0,38% /hora para TF normal e fibroblastos dérmicos

humanos, respectivamente. No entanto, fibroblastos (TF) da hérnia
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produziram niveis de deformacdo mediada por células sob as mesmas
condi¢des. O aumento da temperatura da cultura celular de 4° para 37° foi
utilizado para demonstrar células vivas dependentes da deformacado. Isto
representou o primeiro trabalho in vitro de TF na deformagdo do colageno
mediado por células e, para os pesquisadores, a primeira demonstragao

funcional, relacionando anormalidade celular da hérnia.

KANG & ROBLING (2015) confirmaram que a carga mecanica €
essencial para a manuten¢do do metabolismo normal do osso e o equilibrio
entre a formagdo e a reabsorcdo dssea. Os mecanismos celulares que
controlam a mecanotransducao nao estdo completamente definidos, mas
varias vias principais ja foram identificadas. Ja foi discutido o papel dos
varios componentes da cascata de sinalizacdo Wnt (via de sinalizagdo
intracelular), nomeadamente Lrp5, Lrp6, e b-catenina na formacdo Ossea
induzida por carga mecanica. Lrp5 ¢ um importante co-receptor Wnt para a
regulacio da massa Ossea e mecanotransducdo, e sua fungdo ¢
principalmente aumentar a formacao 6ssea. LRP6 também regula a massa
Ossea, mas a sua acao pode envolver a reabsor¢ao, bem como a formacgao
de osso. Estudos que abordaram o papel da b-catenina no metabolismo
0sseo € mecanotransducao destacaram as incertezas dos moduladores Lrp5
e Lrp6. Esses dados quando somados indicaram que a carga mecanica pode
afetar a regulacdo 6ssea provocando a sinalizagdo Wnt canonica (e talvez
outras vias), nao sO através da Lrp5 mas também por meio da Lrp6.
Concluiram que mais pesquisas sao necessarias para esclarecer o papel da
via de sinalizagdo Wnt em Lrp5 e/ou Lrp6 mediada por mecanotransdugao
o que poderia eventualmente levar a agentes terapéuticos poderosos que

pudessem mimetizar os efeitos anabodlicos de estimulagao mecanica.
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ALVES et al., (2015) procuraram a influéncia de um modelo de
cultura de células tridimensional na expressao do fendtipo osteoblastico em
cultura de fibroblastos do ligamento periodontal humano (hPDLF).
Fibroblastos foram cultivados em arcaboucos bidimensionais (2D) e
tridimensionais (3D) utilizando substrato de colageno Tipo I (grupos
experimentais), € numa laminula de pléstico (grupo controle) por 14 dias.
A viabilidade celular e a atividade da fosfatase alcalina (ALP) foram
realizadas. A morfologia celular e imunomarcacdo para a fosfatase alcalina
e osteopontina (OPN) foram avaliadas por epifluorescéncia e microscopia
confocal. A expressdo de marcadores osteogénicos, incluindo a fosfatase
alcalina, osteopontina, osteocalcina (OC), colageno I (COL I) e o fator 2 de
transcricdo (RUNX2), foram analisados por meio da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR). Osso mineralizado foi visualizado
por microscopia e o conteudo de calcio foi avaliado quantitativamente pelo
ensaio com vermelho de Alizarina. As culturas dos grupos experimentais
produziram um aumento na proliferacao celular. Imunomarcacio para OPN
e ALP nos hPDLF aumentou e a atividade da ALP foi inibida na cultura
tridimensional. OPN e expressio do gene RUNX2 foram
significativamente maior na cultura 3D quando comparados com o grupo
controle. Os niveis de ALP e a expressio do gene COL I foram
significantemente mais elevados na cultura 3D em comparacdo com
culturas 2D ap6s 7 dias. No entanto, aos 14 dias, as culturas 3D exibiram
niveis mais baixos de ALP e expressdo do gene COL I do que o grupo
controle, e a expressdao do gene COL I também fo1 significativamente mais
baixa em culturas 2 D do que em 3D. Mineralizacao de calcio foi detectada
e quantificada pelo ensaio com vermelho de Alizarina. Concluiram neste

estudo que as culturas 3D foram capazes de suportar a proliferagao de
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hPDLF e favorecer a diferencia¢ao e formagao de matriz mineralizada, que

poderiam ser um potencial na terapia regenerativa periodontal.

NETTELHOFF et al. (2015) investigaram e compararam in vitro as
alteragdes em fibroblastos do ligamento periodontal humano e osteoblastos,
apos a aplicagao de for¢a de compressao utilizando dois diferentes tipos de
cargas. Os fibroblastos e osteoblastos foram expostos as forcas
compressivas computadorizadas (Compression Plus System Flexcell — FX-
3000) com uma magnitude de 2 ¢cN/mm’ e 4 ¢cN/mm? durante 12 horas para
simular for¢cas moderadas e altas respectivamente. A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio MTT e a taxa de apoptose pelo ensaio do TUNEL. As
expressoes dos genes da fosfatase alcalina, osteocalcina, osteoprotegerina e
RANKL foram analisadas usando a reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-PCR). Osteopontina, matriz metalaproteinase e inibicao do
tecido de metaloproteinase foram quantificados pelo ensaio ELISA. A
forca de 4 cN/mm’ (forca alta) diminuiu a viabilidade celular,
especialmente nos osteoblastos, mas ndo induziu ao aumento da apoptose.
A expressdo do gene de fosfatase alcalina aumentou depois de mais de 2
cN/mm® nos fibroblastos e apds 4 ¢cN/mm’ nos osteoblastos. Osteocalcina
nao sofreu alteracdo apos a aplicagao das forcas compressivas. A maior
relagdo de RANKL/Osteoprotegerina foi medida apos a aplicacdo de 2
cN/mm’ em ambos os tipos celulares. Concluiram que os osteoblastos
manifestaram um maior efeito sobre a remodelagdo Ossea por meio da
regulacdo positiva da Osteopontina, enquanto os fibroblastos facilitaram a
movimentacao ortodontica, influenciando a matriz extracelular por meio da
propor¢ao de metaloproteinase 8 e 1. Forcas compressivas altas em

ortodontia devem ser evitadas para prevenir alteracdes nos tecidos,
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enquanto que a forga compressiva moderada permitiu a remodelagao do

tecido 0sseo e movimentacao dentaria.

ZHU & LIANG (2015) estudaram as células-tronco do ligamento
periodontal que residiam no espago perivascular do periodonto e afirmaram
que as células mesenquimais sdo uma ferramenta promissora para a
regeneracdo periodontal. Recentemente, grandes progressos foram
alcancados no transplante de cé€lulas-tronco do ligamento periodontal. Os
pesquisadores tentaram maximizar o potencial de proliferacio e
diferenciacdo modificando as condi¢des de culturas destas células e
aplicando fatores de crescimento. Nao obstante, os problemas
permaneceram. Primeiro, a incomparabilidade entre os diferentes estudos
deve ser minimizada por meio de protocolos e diretrizes para a
identificagdo e cultura de células-tronco do ligamento periodontal.
Notavelmente a atengdo deve ser dada a seguranca biologica de
transplantes de células-tronco do ligamento periodontal. A presente revisao
atualizou as Ultimas descobertas sobre células-tronco do ligamento
periodontal e discutiu os critérios de padronizagdo para a identificagdo e
cultura das células-tronco do ligamento periodontal. Finalmente, a
avaliagdo requereu uma analise cuidadosa para o transplante seguro de
c€lulas-tronco do ligamento periodontal para ajudar na regeneracdo

periodontal.
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4. METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

- Primario
- Experimental
- Prospectivo

- Centro Unico

4.2 AUTORIZACOES

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp), sob o protocolo 378.852 de
12/12/2013 (ANEXO 1), obedecendo a Resolucdo 196/96, contemplando
os aspectos ¢éticos da pesquisa cientifica com seres humanos e a
concordancia da participacdo no estudo foi previamente concedida pelos
participantes, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE 2). Os experimentos foram realizados
nas dependéncias do Laboratorio de Cultura de Células da Disciplina de
Cirurgia Plastica da Unifesp que esta localizado na Rua Pedro de Toledo,

781, 11° andar — frente.
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4.3 AMOSTRAS

Foram coletados fragmentos de ligamento periodontal humano de 10
pacientes submetidos a extragdo de terceiros molares inclusos (intra-
0sseos) por indicagcdo ortodontica. Destes fragmentos foram isolados e

cultivados fibroblastos do ligamento periodontal.

4.4 SELECAO DOS PACIENTES SUBMETIDOS A CIRURGIA DOS
TERCEIROS MOLARES

4.4.1 Critérios de inclusiao

Foram considerados candidatos a participagao no estudo pacientes de
ambos os géneros, com idades entre 18 e 30 anos, ndo tabagistas, com os
quatro terceiros molares inclusos (intra-6sseos) com indicagao clinica de

remocao dos mesmos, sem historia de doengas e sem uso de medicamentos.

4.4.2 Critérios de nao inclusiao

Nao foram considerados candidatos a participagdo no estudo
pacientes que apresentavam terceiros molares com necessidade de
odontosec¢do ou desgaste coronario, processos inflamatorios e infecciosos
locais, alteragdes patologicas locais (cistos, granulomas) e alteracdes de

ordem sistémicas.

4.4.3 Critério de exclusiao
Impossibilidade de se adquirir 4 mm? de ligamento periodontal,

contaminacao da cultura de células e a ndo confluéncia das garrafas.
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45 ISOLAMENTO E CULTIVO DOS FIBROBLASTOS
DERIVADOS DO LIGAMENTO PERIODONTAL

4.5.1 Obtencao do ligamento periodontal humano

O ligamento periodontal foi obtido por meio da raspagem radicular
de terceiros molares inclusos descartados apds serem extraidos de pacientes
atendidos no ambulatorio odontologico do Hospital Municipal de
Urgéncias de Guarulhos. As cirurgias foram realizadas pelo proprio
pesquisador. A técnica operatoria foi padronizada para todos os pacientes
da seguinte forma: 1) antissepsia extraoral com Clorexidina a 4% e
antissepsia intraoral com Clorexidina a 0,12%, 2) instalacdo dos campos
operatorios esterilizados, 3) anestesia local com Alphacaine 100 a 2% com
Epinefrina 1:100.000, 4) extragdes dos terceiros molares, 5) sutura com fio
de seda 3-0, agulhado, com agulha triangular. No pds-operatorio foi
prescrito antibidtico por sete dias (Amoxicilina 500) e antiinflamatério
hormonal por trés dias (Dexametasona 4 mg). As suturas foram removidas

sete dias apos as extragoes.

Imediatamente apds o procedimento cirurgico, acondicionou-se 0s
dentes em tubos conicos estéreis de 15 mL (Figura 1) contendo 5 mL de
solugdo de transporte com: meio de cultura Alpha-MEM suplementado
com 1% de antibidticos e antifungico (penicilina, estreptomicina e
anfotericina-B) [10000U penicilina + 10000ug estreptomicina + 25ug
anfotericina-B] (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA).
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Figura 1 — Terceiro molar superior
esquerdo apds a extragdo dentro do
tubo de 15 mL com meio de transporte
(meio de cultura  Alpha-MEM
suplementado com antibidticos e
antifungico).

Os tubos com os dentes extraidos foram transportados para o
Laboratorio de Cultura de Células da Disciplina de Cirurgia Pléstica da
Unifesp até no méximo, seis horas apos o ato operatorio. Os tubos foram
acondicionados em caixas de isopor contendo gelo para que o transporte
fosse realizado corretamente. Todos os procedimentos de cultivo celular
foram realizados em capela de fluxo laminar (Fluxo Laminar Vertical,
Pachane, Piracicaba, Brasil), seguindo os protocolos de manutencao e
esterilidade de materiais e solugdes utilizadas. Os dentes foram lavados por
duas vezes com solugdo salina de fosfato tamponado (PBS — Bio-Rad

Laboratories, Inc., USA) e antibidticos (penicilina e estreptomicina). Os
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fragmentos de ligamento periodontal de todos os dentes foram obtidos por
raspagem do terco médio da raiz (Figura 2) utilizando um cabo de bisturi n°
3 (Duflex S.A., Rio de Janeiro, RJ) e uma ladmina cirurgica n® 12 (Feather

Safety, Razor Co., Ltd., Osaka, Japao).

Figura 2 — Raspagem do ter¢o médio das raizes com lamina de
bisturi n° 12 dentro do fluxo laminar para a obtengdo do fragmento
de ligamento periodontal.
De todos os pacientes foram coletados os quatro terceiros molares
(superiores e inferiores), e a quantidade de raizes raspadas estavam
relacionadas a obtencdo da quantidade pré-fixada de tecido periodontal, no

caso, 4 mm’. Para aferi¢do da quantidade de tecido periodontal utilizou-se

uma placa milimetrada de 2x2 mm (Figura 3).
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Figura 3 — Placa milimetrada de 4 mm® usada para
aferi¢do da quantidade de tecido periodontal coletado do
tergo médio da raiz do terceiro molar.

O tecido periodontal coletado foi inserido em um tubo conico de 15
mL (Corning, MA, USA) (Figura 4) contendo 4 mL de solugdo de Hank’s
(HBSS — Sigma Aldrich CA, USA) e entdo por agitacdo manual foi lavado
por quatro vezes em quatro tubos diferentes, cada periodo de agitacdo foi

em meédia de 60 segundos (Figura 5).

Figura 4 — Fragmento de tecido periodontal sendo colocado dentro
do tubo conico de 15 mL para lavagem do material coletado.
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Figura 5 — Agitacdo manual para lavagem do material coletado por quatro vezes em
quatro tubos diferentes. Cada periodo de agitagdo foi em média de 60 segundos.

Na sequéncia o tecido periodontal foi inserido em um tubo conico de
15 mL contendo 5 mL de meio de cultura, ImL de colagenase tipo II
190.00 unit/mg (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) e 1 mL de dispase
1:80 unit/mg (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) e entdo submetidos a
uma agitagdo e aquecimento na agitadora magnética a 37°C por 30 minutos.
A solugdo de colagenase e dispase foi neutralizada com a adi¢do de 5 mL
de meio de cultura Alpha-MEM (Lab Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil)
suplementado com 10% se Soro Fetal Bovino (Gibco, Gibco Industries Inc.,
EUA). Apos este periodo o tecido remanescente foi descartado e a solugdo
neutralizada de colagenase e dispase foi transferida para um outro tubo de
15 mL e submetida a uma centrifugagdo com os seguintes parametros: 100
g de forca centrifuga por seis minutos a temperatura ambiente (Centrifuga

Fanem Excelsa II, Sao Paulo, Brasil).

O sobrenadante foi descartado e o botdo de células foi ressuspendido
em 5 mL de meio de cultura Alpha-MEM completo e uma contagem de

células wviaveis foi realizada utilizando-se um contador de células
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automatico (Figura 6) pelo método de exclusdo por azul de tripan
(Invitrogen - Countess, Seul, Korea). O fundamento desse método baseia-
se na observagdo de que células viaveis sdo impermeaveis ao referido
corante, ao passo que as ce€lulas ndo vidveis apresentam permeabilidade,
devido a formagdo de poros na membrana, o que permite a penetracao do
corante e assim as cé¢lulas ndo viadveis exibem coloragdo azul apos

tratamento.

éinvitrogen~ Countess”

automated cell counter

Figura 6 — Contador de células automatico (Invitrogen™ - Countess,
Seul, Korea) usado para a contagem de células vidveis ap6s o botdo
de células ser ressuspendido.

A solucao contendo o meio de cultura e as cé€lulas do ligamento foi
inserida em garrafas de cultura de 25 cm® (Corning, MA, USA). As
garrafas foram levadas a uma incubadora onde permaneceram a uma
temperatura de 37°C com 5% de CO, (Revco- Elite II, Rio de Janeiro,
Brasil). O meio de cultura foi trocado totalmente a cada 48 horas até atingir

80% de confluéncia (80% da area cultivavel recoberta de células).
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Quando a confluéncia foi atingida, que em meédia durou entre 30 a 40
dias, foram realizadas cinco sub-culturas utilizando-se tripsina 0,25% com

EDTA 0,02% (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, USA).

O congelamento das celulas na quinta passagem foi realizado
utilizando-se o meio de cultura Alpha-MEM com 50% SFB inativado, BSA
(Bovine Serum Albumin, Albumina Sérica Bovina, Sigma Chemical Co.,
Saint Louis, MO, EUA) a 1% e dimetilsulféoxido (DMSO) a 10% (Sigma
Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA). A solucdao de congelamento foi
transferida para criotubos (Ciencor, Aton, Sdo Paulo, Brasil) com uma
densidade de 1x10° células/mL. Os criotubos foram imediatamente
colocados em gelo a 4°C e transferidos para o congelador a -20°C, onde
permaneceram por 30 minutos. A seguir, foram transferidos para o freezer

a -80°C, onde permaneceram por 24 horas e, armazenados no nitrogénio
liquido, onde as c¢lulas foram mantidas a -196°C até a realizacdo dos

experimentos.

O descongelamento das células para uso nos experimentos foi na
propor¢do de um criotubo para uma garrafa de 75cm’. Para o
descongelamento, o conteudo do criotubo foi transferido para um tubo
conico de 15 ml, acrescido de 4 ml de Alpha-MEM com 10% SFB
inativado. A suspensdo celular foi centrifugada a 100 g por 6 minutos. O
sobrenadante contendo DMSO foi desprezado e o botdo de células,
ressuspenso em 15 mL de meio de cultura para Alpha-MEM. Foi realizado
o cultivo das células por 24 - 48 horas para que elas pudessem aderir e ficar
na placa. Apos, elas foram tripsinizadas e contadas de forma que houvesse

2x 10’ em 200 pL de meio de cultura.
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4.6 PREPARACAO DO SUBSTRATO DE COLAGENO

Foi utilizada uma matriz de coldgeno bovino tipo I de alta pureza

(97%), o PureCol® (3.1mg/mL) (Advanced Bio Matrix, Inc CA, USA)
(Figura 7).

Figura 7 — Colageno de alta pureza
tipo I, PureCol® (Advanced Bio
Matrix, Inc CA, USA).

Utilizou-se o seguinte protocolo:

- diluicdio do PureCol® em uma solucdo de NHCL 0.01 obtendo uma
densidade de 50 a 100 pg/mL;

- preenchimento homogéneo de aproximadamente 2,0 mm com a

solucao em todos os pocos da placa de cultura (placa de seis poc¢os);
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- transferéncia da placa com tampa para a incubadora a 37°C por 2
horas;

- aspiracdo do material remanescente;

- lavagem da superficie delicadamente com PBS (Sigma Aldrich, CA,
USA) evitando arranhar a superficie do substrato.

O substrato foi aplicado na superficie dos pogos 24 horas antes da

semeadura das células e guardado no refrigerador (Figura 8).

Figura 8 — Substrato de colageno depositado na placa de seis pogos
24 horas antes da semeadura das células.

4.7 APLICACAO DA COMPRESSAO ESTATICA CONTINUA

Para o ensaio de compressdo foi utilizada a densidade de 2x10°
células/pogo diluidas em 200 pL. de meio de cultura. A semeadura das
c¢lulas foi sempre realizada de forma que o meio de cultura contendo as
c¢lulas fosse depositado no centro do pogo e assim permanecesse por 10
minutos para fixacdo e na sequéncia o volume de meio de cultura no pogo

era completado até alcancar 3,0 mL. As células foram pré-incubadas
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durante seis horas em meio de cultura contendo 10% de soro fetal bovino
antes da aplicacdo da pressao. Depois, o peso foi aplicado sobre as células
(Figura 9) durante 6 horas na incubadora, ou seja, elas foram
continuamente comprimidas utilizando uma compressdo uniforme,
baseadas num modelo de compressdo estatica continua para experiéncias in
vitro. Este modelo foi aplicado da mesma forma nas placas contendo ou

nao o substrato de colageno.

Figura 9 — Peso aplicado sobre as células

Este modelo consistiu de um cubo de acrilico com as dimensoes de
2x2x2 cm colocado no centro de cada pogo da placa de cultura

imediatamente sobre as células (Figura 10).
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Figura 10 — Modelo de cubo de acrilico
com dimensdes de 2x2x2 cm.

Dentro do cubo foram inseridas esferas de ago inoxidavel (Figuras

11 e 12) para que se pudesse manipular o peso.

Figura 11 — Esfera de aco inoxidéavel dentro
do cubo de acrilico.
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Figura 12 — Cubo de acrilico e esfera de
aco inoxidavel dentro da placa de seis

POGos.

ApOs a compressdo as células foram removidas do substrato com

tripsina e EDTA e levadas para a avaliagdo dos resultados.

4.8 DESENHO DO EXPERIMENTO

4.8.1 Experimento
Estudo realizado com as células derivadas de dez doadores de forma

a obter as informacodes pertinentes as variaveis estudadas (Figuras 13 e 14):

- Grupo Controle (GC) Monocamada (sem compressao por 6 horas)
— Figura 15;

- Grupo Experimental 3 (GE3) Monocamada (3,0 g/cm’ por 6 horas)
— Figura 16;

- Grupo Experimental 4 (GE4) Monocamada (4,0 g/cm’ por 6 horas);

- Grupo Controle (GC) Substrato (sem compressao por 6 horas) —
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Figura 17,

- Grupo Experimental 3 (GE3) Substrato (3,0 g/cm® por 6 horas) —
Figura 18;

- Grupo Experimental 4 (GE4) Substrato (4,0 g/cm’ por 6 horas).

Figura 13 - Fibroblastos do ligamento periodontal no grupo controle
2D.
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Figura 14 — Fibroblastos do ligamento periodontal no grupo controle
3D.

Figura 15 — Meio de cultura Alpha-MEM dentro da placa de seis
pogos sem o substrato de coldgeno — grupo controle sem compressao.
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Figura 16 — Modelo de compressao sem o substrato de colageno

(monocamada) usado nos grupos experimentais GE3 e GE4.

Figura 17 — Substrato de colageno e meio de cultura Alpha-MEM

dentro da placa de seis pogos — grupo controle sem compressao.
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Figura 18 — Modelo de compressao com substrato de colageno usado

nos grupos experimentais GE3 e GE4.

4.9 AVALIACOES

Para as avaliacOes dos resultados foi utilizada a citometria de fluxo
que ¢ uma técnica usada na analise qualitativa e quantitativa de células em
suspensao, podendo verificar o tamanho, a complexidade e caracteristicas
estruturais e funcionais de particulas biologicas. Estas avaliagdes, neste
estudo, foram realizadas pelo citometro de fluxo Guava Easy Cyte HT
(Figura 19) , que conta com um laser de excitagdo (azul) e trés cores
fluorescentes (verde, amarelo e vermelho). E um aparelho simples, mas
eficiente que depende de um nimero minimo de células que passam uma a
uma por um capilar. H4 um computador instalado com um software (InCyte
Software) cujas as informagdes foram processadas por meio de graficos.
Neste estudo foram utilizados trés Kits, um para viabilidade celular, um

para morte celular e outro para o ciclo celular.
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4.9.1 Viabilidade celular

- as células foram tripsinizadas e o botdo de células foi centrifugado
a 300 g por 4 minutos, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL
de PBS. A lavagem do botdo de células foi repetida novamente;

- as c€lulas foram ressuspensas em 300 pL. de PBS e distribuidas em
trés microtubos de 1,5 mL;

- foi adicionado 100 pL do reagente Guava Via Count (Millipore,
Belford MA, USA);

- no segundo tubo e no terceiro tubo as células foram fixadas em 200
uL de etanol 70% e incubadas a 4C° por um periodo de 12 horas;

- os microtubos 1 e 2 contendo as células e o reagente foram
incubadas por 20 minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz;

- fo1 acrescentado 200 pLL de PBS e as amostras foram submetidas a
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT (Millipore, Belford MA,
USA) e analisadas no programa /nCyte Software.



55
Métodos

Figura 19 — Citometro de fluxo Guava
EasyCyte HT utilizado para a avaliagdo da
apoptose, necrose, viabilidade e ciclo celular.

4.9.2 Necrose celular

- as células foram tripsinizadas e o botdo de células centrifugado a
300 g por 4 minutos, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL
de PBS. A lavagem da suspensao de c¢lulas foi repetida novamente;

- as cé€lulas foram ressuspensas em 300 pL. de PBS e distribuidas em
trés microtubos de 1,5 mL;

- foi adicionado 100 microlitros do reagente Guava Nexin (Millipore,
Belford MA,USA);

- no segundo tubo e no terceiro tubo as células foram fixadas em 200

uL de etanol 70% e incubadas a 4°C por um periodo de 12 horas;
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- os microtubos 1 e 2 contendo as células e o reagente foram
incubadas por 20 minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz;

- fo1 acrescentado 200 pL de PBS e as amostras foram submetidas a
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT (Millipore, Belford MA,
USA) e analisadas no programa /nCyte Software.

4.9.3 Apoptose celular

- as células foram tripsinizadas e o botdo de células foi centrifugado
a 300 g por 4 minutos, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL
de PBS. A lavagem do botdo de células foi repetida novamente;

- as c€lulas foram ressuspensas em 300 pL. de PBS e distribuidas em
trés microtubos de 1,5 mL;

- em um tubo foi adicionado 100 pL do reagente Guava Nexin
(Millipore);

- no segundo tubo e no terceiro tubo as células foram fixadas em 200
uL de etanol 70% e incubadas a 4°C por um periodo de 12 horas;

- os microtubos 1 e 2 contendo as células e o reagente foram
incubadas por 20 minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz;

- foi acrescentado 200 pLL de PBS e as amostras foram submetidas a
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT (Millipore, Belford MA,
USA) e analisadas no programa /nCyte Software.

4.9.4 Analise do ciclo celular

- ap6s o periodo de fixacdo das células do terceiro micro-tubo, elas
foram lavadas duas vezes com PBS e centrifugadas para retirada do
sobrenadante;

- 0 botdo de células foi ressuspendido em 200 pL de reagente Guava
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Cell Cycle (Millipore, Belford MA, USA);

- foi acrescentado 100 pLL de PBS e as amostras foram submetidas na
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT (Millipore, Belford MA,
USA) e analisadas no programa /nCyte Software.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados entre os grupos 2D e 3D foi realizada pelo teste
ndo paramétrico de Wilcoxon. Os resultados obtidos da avaliacdo entre os
grupos GC, GE3 e GE4 foram analisados pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis para amostras independentes. Sendo os valores de p < 0,05
considerados estatisticamente significantes. Todas as andlises foram

realizadas pelo software SSP (NY, USA).



RESULTADOS
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5. RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir foram determinados apos a

analise do estudo piloto (APENDICE 1), o qual apontou como grupos mais

importantes para a realizagdo do experimento principal os grupos G3 e G4

submetidos a um periodo de seis horas de compressao.

Quadro 1: Valores individuais da porcentagem de apoptose celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressdo verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citdmetro Guava (Millipore).

2D 3D
GC GE3 GE4 GC GE3 GE4
1 0,5 0,3 0,7 0,5 0,7 0,8
2 0,5 0,4 0,6 0,7 0,6 0,8
3 0,7 0,8 0,7 0,4 0,6 0,6
4 0,6 0,7 0,6 0,6 0,7 0,7
5 0,7 0,8 0,6 0,8 0,7 0,8
6 0,7 0,8 0,7 0,7 0,6 0,8
7 0,6 0,6 0,7 0,7 0,7 0,7
8 0,7 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6
9 0,7 0,7 0,8 0,5 0,6 0,8
10 0,6 0,7 0,7 0,7 0,8 0,8
Média 0,65 0,70 0,70 0,65 0,70 0,80
Mediana 0,65 0,70 0,70 0,65 0,70 0,80
DP 0,08 0,07 0,06 0,12 0,06 0,08

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo controle;
GE3: grupo experimental (3g/6h). GE4: grupo experimental (4g/6h).
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Quadro 2: Valores individuais da porcentagem de necrose celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citdmetro Guava (Millipore).

2D 3D
GC GE3 GE4 GC GE3 GE4
1 2,80 3,10 4,80 2,60 2,90 4,10
2 2,60 3,10 4,75 2,80 3,10 4,80
3 2,60 2,90 4,10 2,60 3,10 4,75
4 2,60 3,03 4,30 2,56 2,90 4,40
5 2,70 2,98 4,30 2,87 3,00 4,40
6 2,75 3,25 4,20 2,70 3,05 4,89
7 2,60 3,14 4,30 2,91 2,90 4,80
8 2,70 3,10 4,10 2,69 2,95 4,60
9 2,60 2,90 4,10 2,76 2,95 4,80
10 2,70 3,05 4,10 2,60 3,10 4,86
Média 2,66 3,07 4,30 2,70 2,95 4,64
Mediana 2,65 3,04 4,25 2,69 2,87 4,77
DP 0,07 0,10 0,26 0,12 0,08 0,25

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo controle;
GE3: grupo experimental (3g/6h). GE4: grupo experimental (4g/6h).

Quadro 3: Valores individuais da porcentagem de viabilidade celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Via Count (Millipore) no
citdmetro Guava (Millipore).

| 2D 3D
GC GE3 GE4 GC GE3 GE4
1 96,70 96,70 94,50 96,50 96,50 94,10
2 96,30 96,30 94,50 96,70 96,70 94,20
3 96,60 96,60 94,50 96,90 96,90 94,60
4 96,50 97,01 94,90 96,70 96,80 94,70
5 96,70 96,86 94,10 96,30 96,70 94,50
6 96,40 96,80 94,90 96,60 96,40 94,80
7 96,70 97,02 94,30 96,60 96,80 94,90
8 96,40 96,90 94,50 96,40 96.50 94,30
9 96,50 96,70 94,60 96,80 96,60 94,60
10 96,40 96,50 94,70 96,40 96,70 94,70
Média 96,52 96,73 94,55 96,59 96,66 94,54
Mediana | 96,50 96,75 94,50 96,60 96,70 94,60
DP 0,14 0,22 0,24 0,19 0,15 0,26

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo controle;
GE3: grupo experimental (3g/6h). GE4: grupo experimental (4g/6h).
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Quadro 4: Valores individuais da porcentagem da andlise do ciclo, fase
sub GO celular na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de
compressao verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell
Cycle (Millipore) no citobmetro Guava (Millipore).

2D 3D
GC GE3 GE4 GC GE3 GE4
1 17,30 37,70 37,50 18,40 37,40 37,10
2 17,54 40,60 41,67 17,76 37,70 37,50
3 17,30 37,70 37,50 24,67 39,65 45,87
4 18,95 37,23 36,90 25,86 38,70 40,76
5 17,78 38,65 37,80 24,90 39,05 41,34
6 17,54 37,70 37,50 18,65 37,60 44,87
7 18,95 38,05 37,65 17,50 37,40 42,93
8 16,99 37,98 38,01 19,00 37,80 43,62
9 18,01 37,80 36,90 18,65 37,70 44,76
10 17,86 37,90 37,84 20,85 38,10 45,76
Média 17,82 37,75 37,92 20,62 37,56 42,45
Mediana 17,66 38,13 37,57 18,82 38,47 43,27
DP 0,66 0,54 1,36 3,25 0,76 3,20

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo controle;
GE3: grupo experimental (3g/6h). GE4: grupo experimental (4g/6h).

Quadro 5: Valores individuais da porcentagem da andlise do ciclo celular,
fase GO-G1 na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de
compressao verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell
Cycle (Millipore) no citobmetro Guava (Millipore).

2D 3D
GC GE3 GE4 GC GE3 GE4
1 43,87 49,54 50,00 18,40 50,01 51,21
2 42,45 47,46 51,23 43,78 49,87 51,76
3 41,65 49,54 50,00 43,98 49,54 50,00
4 42,56 49,90 50,00 43,67 50,20 50,00
5 40,65 47,80 51,00 43,87 50,10 50,00
6 43.19 47,50 50,76 44,00 50,00 51,21
7 42,94 48,56 54,54 43,21 49,98 51,34
8 43,76 47,80 51,54 43,87 50,10 52,00
9 42,65 48,10 52,87 43,97 49,80 51,89
10 43,76 49,50 51,87 44,08 50,20 51,65
Média 42,69 48,57 51,38 44,12 49,98 51,10
Mediana 42,65 48,33 51,11 43,85 50,00 51,27
DP 1,06 0,96 1,44 1,92 0,20 0,80

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo controle;
GE3: grupo experimental (3g/6h). GE4: grupo experimental (4g/6h).
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Tabela 1. Valores das médias das porcentagens de apoptose celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citometro Guava (Millipore)

Grupos
2D 3D n Valor de p
GC 0,65+0,08 0,65+0,12 10 0311
GE3 0,70+0,17 0,70+0,06 10 0,432
GE4 0,70+0,07 0,80+0,08 10 0,387
Valor de P 0,365 0,276

A avaliagdo entre 2D e 3D foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as
avaliagdes entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e
ambos com valores de p < 0.05 assinalados por (*).

GC 2D: grupo controle monocamada; GC 3D: grupo controle substrato de
colageno; GE3 2D: grupo experimental monocamada 3 g/cm’; GE3 3D:
grupo experimental substrato de colageno 3 g/cm’; GE4 2D: grupo
experimental — monocamada 4g/cm’; GE4 3D: grupo experimental
substrato de colageno 4 g/cm’.

Tabela 2. Valores das meédias das porcentagens de necrose celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citometro Guava (Millipore)

Grupos
2D 3D n Valor de p
GC 2,65+0,074 2,69+0,12 10 0,343
GE3 3,04+0,10 2,87+ 0,08 10 0,343
GE4 4,25+0,26 4,77+0,25 10 0,412
Valor de P 0,02* 0,03*

A avaliagdo entre 2D e 3D foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as
avaliagdes entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e
ambos com valores de p < 0.05 assinalados por (*).

GC 2D: grupo controle monocamada; GC 3D: grupo controle substrato de
colageno; GE3 2D: grupo experimental monocamada 3 g/cm’; GE3 3D:
grupo experimental substrato de colageno 3 g/cm’; GE4 2D: grupo
experimental monocamada 4 g/cm’; GE4 3D: grupo experimental
substrato de colageno 4 g/cm’.
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Tabela 3. Valores das médias das porcentagens de viabilidade celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Via Count (Millipore) no
citometro Guava (Millipore)

Grupos
2D 3D n Valor de p
GC 96,50+0,14 96,60+0,19 10 0,532
GE3 96,75+0,22 96,15+0,15 10 0,487
GE4 94,50+0,24 94,60+0,26 10 0,452
Valor de P 0,482 0,548

A avaliagdo entre 2D e 3D foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as
avaliagdes entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e
ambos com valores de p < 0.05 assinalados por (*).

GC 2D: grupo controle monocamada; GC 3D: grupo controle substrato de
colageno; GE3 2D: grupo experimental monocamada 3 g/cm’; GE3 3D:
grupo experimental substrato de colageno 3 g/cm’; GE4 2D: grupo
experimental monocamada 4 g/cm’; GE4 3D: grupo experimental
substrato de coldgeno 4 g/cm’.

Tabela 4. Valores das médias das porcentagens do ciclo celular, fase sub
GO na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell Cycle
(Millipore) no citdmetro Guava (Millipore)

Grupos
2D 3D n Valor de p
GC 17,66+0,66 18,82+3,25 10 0,401
GE3 38,13+0,54 38,47+0,73 10 0,581
GE4 37,57+1,36 43,2743,20 10 0,489
Valor de P 0,02* 0,03*

A avaliagdo entre 2D e 3D foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as
avaliagdes entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e
ambos com valores de p < 0.05 assinalados por (*).

GC 2D: grupo controle monocamada; GC 3D: grupo controle substrato de
colageno; GE3 2D: grupo experimental monocamada 3 g/cm’; GE3 3D:
grupo experimental substrato de colageno 3 g/cm’; GE4 2D: grupo
experimental monocamada 4 g/cm’; GE4 3D: grupo experimental
substrato de colageno 4 g/cm’.
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Tabela 5. Valores das médias das porcentagens do ciclo celular, fase GO-
G1 na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell Cycle
(Millipore) no citdmetro Guava (Millipore)

Grupos
2D 3D n Valor de p
GC 42,65+1,06 43,85+0,26 10 0,765
GE3 48,33+,43 50,00+0,20 10 0,321
GE4 51,11+1,44 51,27+0,80 10 0,811
Valor de P 0,124 0,256 0,124

A avaliagdo entre 2D e 3D foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as
avaliagdes entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e
ambos com valores de p < 0.05 assinalados por (*).

GC 2D: grupo controle monocamada; GC 3D: grupo controle substrato de
colageno; GE3 2D: grupo experimental monocamada 3 g/cm’; GE3 3D:
grupo experimental substrato de colageno 3 g/cm’; GE4 2D: grupo
experimental monocamada 4 g/cm’; GE4 3D: grupo experimental
substrato de coldgeno 4 g/cm’.
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6. DISCUSSAO

O modelo de compressao de células deste estudo estd diretamente
relacionado com a definicdo de mecanotransducdo. A mecanotransducao
foi definida como o estimulo mecanico aplicado a célula, e este estimulo ¢
essencial para a manutencao do metabolismo do o0sso e o equilibrio entre a
formagdo e a reabsorcdo 0ssea (KANG & ROBLING, 2015). Enquanto a
sinalizagdo da mecanotransdu¢do foi considerada importante para a
regeneracao dos tecidos, sua interpretagdo continua critica para determinar
respostas celulares especificas tais como sinais mecéanicos, como a reducao
da perda dssea, o aumento da formacado Ossea e a diferenciacdo de células
osteogénicas (QIN & HU, 2014). Neste estudo foi desenvolvido um
modelo de compressdo celular para verificar in vitro os eventos celulares
que acontecem in vivo quando a célula ¢ submetida a uma forca
compressiva. Este modelo de compressao foi elaborado para a aplicagdo de
carga por meio de um sistema mecanico, assim como os modelos de
compressao utilizados nos estudos de NISHIJIMA et al. (2006) e
NAKAGIMA et al. (2008). Um sistema hidraulico, com nivel de
compressao que variou de 20 a 50 mm Hg foi utilizado por NAKAGO-
MATSUO et al. (1996) enquanto que outros autores como SAMINATHAN
et al. (2013), JACOBS et al. (2013) e NETTELHOFF et al. (2015)

utilizaram um sistema de compressao celular computadorizado.

O estudo in vitro tem sido muito utilizado devido a facilidade de
padronizacdo da amostra, cujo controle de temperatura, pressdo osmotica,
tensao de CO; e de O, podem ser obtidos de forma precisa (SANT’ANA et

al., 2002). O modelo in vivo mais complexo e especializado cujas cé€lulas
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sdo submetidas a uma carga compressiva durante a fungdo ¢ o ligamento
periodontal que ¢ um tecido conjuntivo responsavel pela unido entre o
dente e o osso alveolar. Este tecido ¢ composto de células residentes e
denominada de fibroblastos periodontais, que sdo responsdveis pela
producdo, reparagdao e manuten¢do da matriz celular (ANDERSEN &
NORTON, 1991; KOOK, JANG, LEE, 2011). As cé¢lulas do ligamento
periodontal promovem a regeneragdo tecidual por meio de suas habilidades
de migracdo, proliferacdo e capacidade de se diferenciarem em células
osteoblasticas e cementoblasticas, bem como em novos fibroblastos do
ligamento periodontal (LEKIC & MCCULLOCH, 1996; ALVES et al,
2015). Os fibroblastos do ligamento periodontal sdao derivados do foliculo
dental e se tornam populacdes de células distintas logo apds o comeco do
desenvolvimento radicular (LEKIC & MCCULLOCH, 1996). Os
fibroblastos periodontais em resposta a pressdo exercida por forgas
biomecanicas induzidas, podem iniciar uma cadeia de eventos na
movimentacdo dentdria, incluindo a remodelacdo oOssea alveolar
(NAKAGO-MATSUO, 1996; LEE et al., 2007). Assim como KOHNO et
al. (2002), LEE et al. (2007), NAKAGIMA et al. (2008) e LISBOA et al.
(2009) usaram modelos compressivos sobre fibroblastos do ligamento
periodontal, a principal célula envolvida neste estudo também foi o
fibroblasto do periodonto, devido as particularidades da sua estrutura e a

dificuldade em executar experimentos in vivo.

Para reconstituir o ambiente in vivo, as células devem aderir e
crescer adequadamente nos arcaboucos tridimensionais (3D) facilitando
assim o contato célula-célula e a expressio do fendtipo esperado
(MINUTH, 1998). As células utilizadas sobre um substrato de colageno

demonstraram um comportamento semelhante ao de células in vivo em
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relagdo a sua morfologia, sintese prot€ica, expressdo de enzimas e
regulacio do crescimento celular (MUELLER-KLIESER, 1997;
CHEVALLAY & HERBAGE, 2000). As células cultivadas em matriz 3D
(géis, substrato e arcabougos de colageno) representam mais de perto a
estrutura natural e funcdo dos tecidos in vivo no que diz respeito a
fisiologia, forma da cé€lula e seu ambiente, aspectos tais que desempenham
um papel importante em muitos processos biologicos tais como
crescimento, metabolismo, desenvolvimento, diferenciacdo e expressao
génica (XU et al, 2009), apesar de existirem poucos modelos
tridimensionais para estudar os aspectos celulares e moleculares das células
do ligamento periodontal humano sob compressao estatica (HECKLER et
al.,2013). O colageno ¢ sintetizado pelos fibroblastos e representa cerca de
20-30% das proteinas totais do corpo, sendo a mais abundante no
organismo (BUMANN et al., 1997). Na engenharia tecidual, os arcabougos
mais utilizados tem sido os de colageno devido a sua excelente
biocompatibilidade, associada as suas caracteristicas biologicas, tais como
biodegradabilidade e fraca antigenicidade (LEE ef al., 2007). O colageno
desempenha um papel importante na formacao de tecidos e 6rgdos, e estd
envolvido em varias expressoes funcionais das células. Devido a isso tem
sido amplamente utilizado em aplicacdes na area da satde (LISBOA et al.,
2009). Os géis de colageno sdo capazes de tomar qualquer forma desejada e
mostraram uma distribuicao celular uniforme, o que permitiu a sintese
homogénea de componentes da matriz extracelular (SAMINATHAN et al.
(2013). O comportamento das células em substratos de colagenos
indicaram que esta proteina provoca influéncia na morfologia, migracao,
adesdo e diferenciagdo celular, alterando ainda o perfil de progressdo do

fenodtipo celular (LI ef al., 2013). Neste estudo foi utilizado o substrato de
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colageno bovino, PureCol®, que ¢ um colageno Tipo 1. O colageno Tipo 1
¢ um componente estrutural principal da pele, ossos, tenddes e outros
tecidos conjuntivos fibrosos, e difere de outros coldgenos pela baixa
hidroxilagdo da lisina e da composi¢ao de hidratos de carbono baixo. Esta
solucdo avancada de colageno, o PureCol®, possui cerca de 97% de
colageno Tipo I com o restante sendo constituido por colageno Tipo III.
Outros autores como HECKLER et al. (2013) utilizaram o PureCol® e
KURESHI et al. (2015) e ALVES et al. (2015) empregaram em suas

pesquisas solugdes de colageno Tipo 1.

Na literatura ndo houve consenso quanto a aplicacdo de carga e
tempo ideais para a aplicacdo de forcas compressivas em fibroblastos
periodontais, devido a diferenga metodologica entre os estudos. NAKAGO-
MATSUO et al. (1996) aplicaram uma carga em fibroblastos periodontais
por meio de um sistema hidraulico e elevaram a pressao, para um nivel que
variou de 20 a 50 mm Hg e observaram que estas células poderiam
responder a mudancas de pressdo e fornecer uma base bioquimica para
determinar a magnitude ideal de estresse para a movimentagdo dos dentes,
diferentemente deste estudo, que utilizou um sistema mecéanico onde a
pressao utilizada foi gerada pela pressdo direta e continua. Nos estudos de
NISHIJIMA et al. (2006) ¢ NAKAGIMA et al. (2008) foram utilizadas
forcas compressivas na cultura de fibroblastos periodontais humanos para
a investigacdo da producdo de RANKL e Osteoprotegerina utilizando
forgas compressivas que variaram de 0 & 4 g/cm’ por um periodo de 0 — 48
horas. Nestes dois trabalhos os resultados mostraram que a magnitude da
forca de compressdao € o tempo estdo diretamente relacionados com o
aumento da produ¢ao de RANKL. Essas duas pesquisas foram utilizadas

para a determinacdo dos valores minimos € maximo dos tempos e as cargas
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utilizadas neste estudo, pois mesmo ja tendo sido discutida a relacao entre
carga e tempo de compressao admitiu-se que cada modelo laboratorial de
compressao possuiu suas particularidades e que esses dois parametros
deveriam ser estudados novamente no modelo proposto. LI et al. (2013),
utilizaram um substrato 3D (arcabougo) para realizar a compressao de
células periodontais aplicando for¢as de 25 g/cm’®durante 6, 24 e 72h. Os
autores identificaram os genes indutores de osteoclastogénese, inibidores
de osteoclastogénese e outros reguladores de remodelagdo Ossea. Neste
estudo, para efeito de comparagao, com relagao a cultura em monocamada
foi utilizado uma carga menor que a utilizada por LI ef al., (2013) e isto
pode ser o fator responsavel pelo resultado de ndo ter conseguido
encontrar diferengas entre os grupos 2D e 3D na avaliacdo dos nossos
parametros. A utilizagdo do colageno como substrato foi utilizada também
por ALVES et al., (2015) os quais concluiram que cultura de fibroblastos
periodontais cultivados em gel de colageno mantiveram as suas
caracteristicas fenotipicas distintas. = SAMINATHAN et al. (2013),
JACOBS et al. (2013) e NETTELHOFF ef al. (2015) utilizaram em seus
estudos cargas que variaram de 0,7 a 5,2 cN/mm’ com tempo entre 6 ¢ 12

horas.

Este estudo, que foi baseado na proposta de um modelo de
compressao estatica continua, possuiu a intencdo de produzir in vitro uma
situagdo normalmente vista na fisiologia, as analises foram realizadas no
sentido de se obter alguns scores como por exemplo: menor necrose, nivel
de apoptose e viabilidade igual ao controle. A interpretacio da morte
celular por apoptose e/ou necrose foi instituido pois estes fendmenos estdao
diretamente relacionados a fisiologia e patologia celular. A morte celular

programada ou apoptose € importante no desenvolvimento embrionario e
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fetal, na renovagdo das células e em vdarios aspectos da maturagdo dos
mecanismos imunoldgicos de defesa, e parece ter um papel fundamental na
regulagdo do tamanho e da forma tecidual. Ocorre de forma ordenada e
necessita de gasto de energia para a sua execu¢do. Em condi¢des normais, a
apoptose participa do controle da proliferacdo e diferenciagdo celular. Se a
morte celular for seguida de autolise (degradagdo dos compartimentos
celulares realizadas pelas enzimas da propria célula, liberadas pelos
lisossomas apos a morte celular), o processo recebe o nome de necrose. Os
agentes agressores produzem necrose por reducdo de energia, producdo de

radicais livres, agdes sobre enzimas e agressdao a membrana citoplasmatica .

Na avaliagdo da morte celular por apoptose foi utilizado o Kit Guava
Nexin e as amostras foram analisadas no citometro de fluxo Guava
EasyCyte HT pelo programa InCyte Software. Nos dois grupos de cultura,
em monocamadas e com substrato de colageno, e na avaliagdo entre os
grupos controle (GC) e grupos experimentais GE3 e GE4 ndo houve
diferenca estatistica nos valores da apoptose. No trabalho NETTELHOFF
et al. (2015) foi utilizado o ensaio do TUNEL e mesmo com o aumento da
carga compressiva, o indice de apoptose ndo aumentou. Este estudo e os
estudos de SAMINATHAN et al. (2013) e JACOBS et al. (2013) também

confirmaram os mesmos achados.

Com relagdo a avaliacdo da morte celular por necrose foi utilizado o
kit Guava Nexin e as amostras foram submetidas a analise no citometro de
fluxo Guava EasyCyte HT e analisadas no programa /nCyte Software. Na
avaliagdo entre os grupos controle (GC), experimental trés (GE3) e
experimental quatro (GE4) com relagdo a necrose houve maior necrose no

GE4 quando comparado com os GC e GE3. Entre o GC ¢ GE3 nao houve
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diferenga estatistica. Isto significou que quanto menor a carga de
compressao, menor o indice de morte celular por necrose. Foi constatado
por HECKLER et al. (2013) que células cultivadas nos géis de colageno
apresentaram indice menor de células mortas por necrose, porém, neste
estudo, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos monocamada e

substrato quanto aos valores de necrose.

A avaliagdo da viabilidade celular teve como objetivo a verificagdao
de células viaveis apos submetidas a compressao estdtica continua. Foi
utilizado o reagente Guava Via Count e as amostras foram submetidas a
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT e analisadas no
programa /nCyte Software. No grupo com cultivo em monocamada (2D) e
substrato de colageno e nos grupos controle, GE3 e GE4 a viabilidade no
modelo de compressao ficou acima de 94%. A viabilidade celular mostrou-
se consistente com as observagdes de outros estudos como os de
SAMINATHAN et al. (2013), JACOBS et al. (2013), ALVES et al. (2015)
e NETTELHOFF et al. (2015) que utilizaram o ensaio MTT para sua
verificagdo. Com relacdo a avaliacdo entre os grupos GC, GE3 e GE4 nao
houve diferencga estatistica entre os mesmos diferentemente dos resultados
obtidos por URIBE et al. (2011), SAMINATHAN et al. (2013), JACOBS
et al. (2013) e NETTELHOFF et al. (2015) que verificaram que com o
aumento da carga houve menor viabilidade. HECKLER et al. (2013) e
ALVES et al. (2015) avaliaram a viabilidade, morte celular e proliferacao
em culturas celulares em monocamadas e com substrato de colageno.
Asseguraram que houve maior viabilidade e menor morte celular no
modelo 3D, porém neste estudo ndo houve diferenca estatistica entre as

culturas monocamada e com substrato quando da avaliagdao da viabilidade.
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Num organismo pluricelular, os mecanismos de divisdo celular sdo
essenciais para permitir a embriogénese € o crescimento. Além disso, a
divisdo celular assegura a reparacao tissular ou celular apds um ferimento
que tenha promovido uma perda de células. Mas, mesmo no estado basal
em um adulto, permanentemente, c€lulas morrem e ¢ imperativa sua
substitui¢do. A vida de uma célula ¢ ritmada pelo ciclo celular, onde cada
célula do organismo sofre modificagdes ciclicas que conduzem a divisao
celular e a formagdo de duas células filhas. Ele esta dividido em quatro
fases: a fase G1 (G para gap, que significa intervalo) durante a qual a célula
cresce devido as sinteses prot€icas, a fase S (Sintese) quando a célula
duplica seu DNA, a fase G2 que ¢ uma outra fase de crescimento e a fase
M (M para mitose) que representa a divisdo celular propriamente dita. O
ciclo celular foi avaliado utilizando-se o reagente Guava Cell Cycle na fase
sub GO e na fase G0-G1 tanto na cultura em monocamada como na cultura
com substrato de colageno englobando os grupos controles e experimentais.
Na fase sub GO ha uma maior quantidade de fragmentos, debris das células,
restos de DNA e fragmentos de membranas. Esses fragmentos nio sdo
considerados como células. Entre os grupos monocamada e substrato nao
houve diferenca estatistica, mas entre os grupos GC, GE4 houve diferenca
com maior quantidade de restos celulares no GE4. Entre o GC ¢ o GE3
também houve diferenca estatistica. Estes valores estdo relacionados com o
aumento da necrose quando aplicada uma carga maior. Se aumentou o
indice de necrose com aplicacdo de uma carga maior houve também um
aumento de fragmentos celulares com o aumento da carga. Ja na fase GO-
G1 ndo houve diferenca estatistica entre os grupos monocamada e substrato
e na avaliacdo entre os grupos GC, GE3 e GE4 também ndo houve

diferenca.
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PERSPECTIVAS

A utilizacdo deste modelo de pressdo estatica continua pode ser
indicada na avaliacdo funcional das células quanto a expressdo de

mediadores pré-inflamatorios.

Na avaliacdo dos genes envolvidos na pressdo estatica (RANK,

RANKL e OPG).

Na utilizagao de pesos maiores para a verificacdo das alteracoes

celulares.
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7. CONCLUSAO

Dentro das limitagdes e simplicidade da metodologia deste estudo,

foi possivel concluir que:

- ndo houve diferenga entre os grupos quanto a utilizacao ou nao do
substrato de colageno;

- ndo houve diferenga entre os grupos quanto a porcentagem da
viabilidade celular;

- 0 grupo com 4 g/cm” apresentou maior porcentagem de necrose;

- na avaliagao da fase sub GO do ciclo celular houve diferenca entre

os dois grupos experimentais € o grupo controle.
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ABSTRACT

Introduction: In vitro studies of models are considered as gold standard
for cell analysis activities aimed mimetics of the dynamics of cells in vivo,
even when the cell samples are subjected to static compression. Cells when
grown in a substrate represent the natural structure and function of tissues
in vivo with respect to physiology, cell shape and its environment.
Objective: To evaluate the viability and cell death in the pressure model
continues the culture of fibroblasts derived from human periodontal
ligament. Methods: We selected 10 patients who underwent extractions of
4 the 3rd molars included for orthodontic indication. The sample consisted
of 4 mm’ of periodontal tissue of the middle third of the roots. The same
was grown to the 6th passage, then the cells were divided into two groups:
the Control Group (CG) with culture monolayer and the substrate without
application of force for 6h and Experimental Group (EG3, EG4) with
growing monolayer and substrate 3 of load application and 4 g/cm” for 6
hours. Results: Both the CG when the EG3 and EG4, monolayer and
substrate showed no statistical difference in cell viability and apoptosis
values. With increasing load the EG4 indicated greater necrosis than the
CG and EG3. Conclusion: There was no difference in the use of collagen
substrate in the culture of periodontal fibroblasts in all evaluated
parameters, but there was a higher necrosis with increasing load on the

intra-group evaluation.

Key words: Periodontal ligament, Cell survival, Apoptosis, Cell culture

techniques.
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APENDICE 1

ESTUDO PILOTO

Estudo realizado com as células derivadas de trés doadores, de forma

a padronizar as varidveis do estudo principal.

Foram formados os seguintes grupos experimentais:

Experimento A (monocamada):

GC 2D (grupo controle 2D com células sem compressdo avaliadas por 6

horas, 12 horas, 24 horas e 30 horas);
G1 2D (2x10° células submetidas & uma
horas, 12 horas, 24 horas e 30 horas);
G2 2D (2x10° células submetidas & uma
horas, 12 horas, 24 horas e 30 horas);
G3 2D (2x10° células submetidas & uma
horas, 12 horas, 24 horas e 30 horas);
G4 2D (2x10° células submetidas & uma
horas, 12 horas, 24 horas e 30 horas);
G5 2D (2x10° células submetidas & uma
horas, 12 horas, 24 horas e 30 horas);
G6 2D (2x10° células submetidas & uma

horas, 12 horas, 24 horas e 30 horas).

compressdo de 1,0 g/cm’ por 6

compressdo de 2,0 g/cm’ por 6

compressdo de 3,0 g/cm’ por 6

compressdo de 4,0 g/cm’ por 6

compressdo de 5,0 g/cm’ por 6

compressdo de 6,0 g/cm’ por 6
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Experimento B (substrato de colageno):

GC 3D (grupo controle com c¢lulas sem compressdo avaliadas por 6 horas;
12 horas; 24 horas e 30 horas));

G1 3D (células submetidas & uma compressdo de 1,0 g/cm’por 6 horas, 12
horas, 24 horas e 30 horas);

G2 3D (células submetidas 4 uma compressdo de 2,0 g/cm’por 6 horas, 12
horas, 24 horas e 30 horas);

G3 3D (células submetidas & uma compressdo de 3,0 g/cm’por 6 horas, 12
horas, 24 horas e 30 horas);

G4 3D (células submetidas & uma compressdo de 4,0 g/cm’por 6 horas, 12
horas, 24 horas e 30 horas);

G5 3D (células submetidas & uma compressdo de 5,0 g/cm’por 6 horas, 12
horas, 24 horas e 30 horas);

G6 2D (células submetidas a uma compressdo de 6,0 g/cm’”por 6 horas; 12

horas; 24 horas e 30 horas).
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RESULTADOS: ESTUDO PILOTO

AVALIACAO DA APOPTOSE

Quadro 6. Valores encontrados da porcentagem de Apoptose Celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citometro Guava (Millipore) — Paciente 1

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 0.1 0.5 0.7 0.5 0.7 0.1 0.5 0.6 0.6 0.6
Gl 0.4 0.8 0.5 0.7 0.6 0.7 0.6 0.7
G2 0.6 0.6 0.6 0.8 0.7 0.8 0.7 0.8
G3 0.3 0.8 0.8 0.7 0.7 0.9 0.9 0.8
G4 0.7 0.6 0.9 0.7 0.8 0.8 0.7 0.8
G5 0.7 0.8 0.7 0.7 0.7 0.9 0.9 0.8
G6 0.8 0.7 0.8 0.7 0.8 0.8 0.7 0.8

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).

Quadro 7. Valores encontrados da porcentagem de Apoptose Celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressdo verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citometro Guava (Millipore) — Paciente 2

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 0.1 0.5 0.6 0.6 0.6 0.1 0.7 0.6 0.7 0.9
Gl 0.6 0.7 0.6 0.7 0.6 0.7 0.6 0.7
G2 0.7 0.8 0.7 0.8 0.4 0.8 0.7 0.8
G3 0.4 0.8 0.7 0.8 0.4 0.8 0.7 0.8
G4 0.6 0.7 0.8 0.9 0.6 0.7 0.8 0.9
G5 0.7 0.9 0.9 0.8 0.8 0.9 0.8 0.7
G6 0.8 0.8 0.7 0.8 0.7 0.9 0.8 0.8

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).
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Quadro 8. Valores encontrados da porcentagem de Apoptose Celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citdmetro Guava (Millipore) — Paciente 3

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 0.1 0.7 0.6 0.7 0.9 0.1 0.4 0.8 0.7 0.8
Gl 0.5 0/7 0.6 0.8 0.6 0.7 0.6 0.7
G2 0.6 0.7 0.8 0.9 0.6 0.7 0.6 0.7
G3 0.8 0.7 0.9 0.7 0.6 0.7 0.8 0.9
G4 0.7 0.7 0.8 0.8 0.6 0.7 0.8 0.9
G5 0.8 0.9 0.8 0.7 0.7 0.9 0.9 0.8
G6 0.7 0.9 0.8 0.8 0.8 0.8 0.7 0.8

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).

AVALIACAO DA NECROSE

Quadro 9. Valores encontrados da porcentagem de Necrose Celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressdo verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citometro Guava (Millipore) — Paciente 1

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 01 | 2,80 | 3,50 | 3,80 | 390 | 0.1 | 2,60 | 290 | 3,40 | 3,7
Gl 2,80 | 3,70 | 3,70 | 3,80 2,60 | 3,10 | 3,70 | 3.8
G2 3,10 | 3,60 | 3,60 | 3,90 2,70 | 3,30 | 3,60 | 3.9
G3 3,10 | 3,50 | 3,50 | 3,50 2,90 | 3,50 | 3,50 | 3,5
G4 4,80 | 4,80 | 4,90 | 4,90 4,10 | 3,95 | 490 | 49
G5 4,87 | 4,85 | 4,85 | 4,85 4,40 | 4,15 | 4,85 | 4,85
G6 4,90 | 4,90 | 4,90 | 4,90 4,60 | 4,48 | 490 | 49

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).
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Quadro 10. Valores encontrados da porcentagem de Necrose Celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citometro Guava (Millipore) — Paciente 2

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 01 | 2,60 | 3,10 | 3,50 | 3,30 | 0.1 | 2,80 | 3,50 | 3,80 | 3,90
Gl 2,70 | 3,50 | 3,70 | 3,20 2,80 | 3,70 | 3,70 | 3,80
G2 3,00 | 3,40 | 3,70 | 3,10 3,10 | 3,60 | 3,60 | 3,90
G3 3,10 | 3,60 | 3,50 | 3,40 3,10 | 3,50 | 3,50 | 3,50
G4 4,75 | 4,80 | 4,90 | 4,95 4,80 | 4,80 | 4,90 | 4,90
G5 4,90 | 4,80 | 4,95 | 4,90 4,87 | 4,85 | 4,85 | 4,85
G6 4,90 | 4,80 | 4,90 | 4,85 4,90 | 4,90 | 4,90 | 4,90

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).

Quadro 11. Valores encontrados da porcentagem de Necrose Celular na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao verificadas
por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Nexin (Millipore) no
citdmetro Guava (Millipore) — Paciente 3

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 01 | 2,60 | 290 | 3,40 | 3,70 | 0.1 | 2,60 | 3,10 | 3,50 | 3,30
Gl 2,60 | 3,10 | 3,70 | 3,80 2,70 | 3,50 | 3,70 | 3,20
G2 2,70 | 3,30 | 3,60 | 3,90 3,00 | 3,40 | 3,70 | 3,10
G3 2,90 | 3,50 | 3,50 | 3,50 3,10 | 3,60 | 3,50 | 3,40
G4 4,10 | 3,95 | 4,90 | 4,90 4,75 | 4,80 | 4,90 | 4,95
G5 4,40 | 4,15 | 4,85 | 4,85 4,90 | 4,80 | 4,95 | 4,90
G6 4,60 | 4,48 | 4,90 | 4,90 4,90 | 4,80 | 4,90 | 4,85

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).
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AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Quadro 12. Valores encontrados da porcentagem da Viabilidade Celular
na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Via Count
(Millipore) o citometro Guava (Millipore) — Paciente 1

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 99,9 | 96,70 | 96,70 | 96,70 | 96,80 | 99,8 | 96,50 | 96,80 | 96,80 | 96,60
Gl 96,80 | 96,80 | 96,80 | 96,50 96,80 | 96,50 | 96,50 | 96,80
G2 96,30 | 96,80 | 96,80 | 96,80 96,70 | 96,80 | 96,80 | 96,30
G3 96,60 | 96,70 | 96,70 | 96,70 96,70 | 96,70 | 96,70 | 96,70
G4 94,50 | 94,20 | 94,20 | 94,60 94,30 | 94,60 | 94,60 | 94,50
G5 94,40 | 94,30 | 94,30 | 94,25 94,30 | 94,25 | 94,30 | 94,35
G6 94,30 | 94,30 | 94,30 | 94,40 94,30 | 94,40 | 94,40 | 94,40

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).

Quadro 13. Valores encontrados da porcentagem da Viabilidade Celular
na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Via Count
(Millipore) no citdmetro Guava (Millipore) — Paciente 2

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 99,8 | 96,30 | 96,80 | 96,80 | 96,30 | 99,80 | 96,70 | 96,70 | 96,80 | 96,70
Gl 96,80 | 96,80 | 96,50 | 96,60 96,50 | 96,80 | 96,60 | 96,50
G2 96,60 | 96,70 | 96,80 | 96,50 96,80 | 96,80 | 96,30 | 96,80
G3 96,60 | 96,70 | 96,70 | 96,80 96,80 | 96,70 | 96,50 | 96,80
G4 94,50 | 94,20 | 94,60 | 94,40 94,60 | 94,20 | 94,40 | 94,60
G5 94,30 | 94,35 | 94,25 | 94,45 94,251 94,35 | 94,45 | 94,25
G6 94,30 | 94,30 | 94,40 | 94,40 94,40 | 94,30 | 94,40 | 94,40

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).
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Quadro 14. Valores encontrados da porcentagem da Viabilidade Celular
na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Via Count
(Millipore) no citdmetro Guava (Millipore) — Paciente 3

2D 3D
Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 99,8 | 96,60 | 96,70 | 96,50 | 96,40 | 99,80 | 96,90 | 96,60 | 96,40 | 96,30
Gl 96,80 | 96,50 | 96,80 | 96,60 96,50 | 96,80 | 96,60 | 96,80
G2 96,50 | 96,80 | 96,70 | 96,30 96,90 | 96,80 | 96,30 | 96,30
G3 96,60 | 96,70 | 96,70 | 96,70 96,70 | 96,70 | 96,80 | 96,50
G4 94,50 | 94,60 | 94,20 | 94,40 94,60 | 94,20 | 94,40 | 94,50
G5 94,37 | 94,25 | 94,35 | 94,45 94,251 94,95 | 94,95 | 94,37
G6 94,20 | 94,60 | 94,70 | 94,20 94,951 95,30 | 95,40 | 95,10

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).

AVALIACAO DO CICLO CELULAR

FASE SUB-G0

Quadro 15. Valores encontrados da porcentagem do Ciclo Celular, fase
sub-GO0, na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell Cycle
(Millipore) no citdometro Guava (Millipore) — Paciente 1

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 8,26 | 17,30 | 24,46 | 25,78 | 34,53 | 9,76 | 18,40 | 25,01 | 24,90 | 34,50
Gl 35,19 | 55,91 | 50,00 | 27,64 32,70 | 54,86 | 49,98 | 26,90
G2 36,36 | 21,74 | 43,22 | 16,96 37,30 | 27,69 | 44,00 | 17,30
G3 37,70 | 19,81 | 30,77 | 26,47 37,40 | 20,65 | 32,00 | 26,50
G4 37,50 | 34,91 | 34,65 | 21,25 37,10 | 35,08 | 34,00 | 22,70
G5 45,00 | 32,28 | 35,71 | 25,48 44,90 | 33,98 | 36,00 | 26,00
G6 57,60 | 34,97 | 38,93 | 33,71 56,98 | 35,94 | 39,00 | 34,00

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).
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Quadro 16. Valores encontrados da porcentagem do Ciclo Celular, fase
sub-GO na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell Cycle
(Millipore) no citdmetro Guava (Millipore) — Paciente 2

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 11,54 | 17,54 | 25,81 | 25,01 | 25,78 | 13,65 | 17,76 | 24,67 | 25,78 | 34,76
Gl 33,34 | 34,86 | 36,60 | 32,50 36,23 | 55,87 | 51,00 | 28,21
G2 38,65 | 27,90 | 27,69 | 43,22 36,36 | 22,67 | 43,09 | 17,01
G3 40,65 | 29,65 | 30,87 | 30,77 37,70 | 19,67 | 31,97 | 27,87
G4 41,67 | 37,08 | 35,08 | 35,56 37,50 | 35,87 | 35,23 | 24,34
G5 46,98 | 39,28 | 37,65 | 38,65 45,00 | 33,61 | 37,54 | 27,98
G6 57,09 | 50,94 | 49,08 | 56,87 57,60 | 35,78 | 39,41 | 34,87

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).

Quadro 17. Valores encontrados da porcentagem do Ciclo Celular, fase
sub-GO0 na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell Cycle
(Millipore) no citdmetro Guava (Millipore) — Paciente 3

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 16,91 | 17,30 | 24,46 | 25,78 | 34,53 | 13,76 | 24,67 | 25,78 | 25,78 | 34,53
Gl 35,19 | 28,39 | 32,83 | 34,87 25,87 | 31,01 | 39,87 | 37,64
G2 36,36 | 31,74 | 43,22 | 38,76 29,67 | 43,22 | 43,22 | 39,96
G3 37,70 | 39,81 | 38,77 | 39,01 39,67 | 40,77 | 30,77 | 38,47
G4 37,50 | 44,91 | 44,65 | 39,76 45,87 | 44,65 | 44,65 | 39,25
G5 45,00 | 44,28 | 45,71 | 40,97 47,51 | 45,71 | 45,71 | 41,48
G6 57,60 | 53,60 | 50,76 | 43,87 45,88 | 48,63 | 48,93 | 43,71

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).
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FASE G0-G1

Quadro 18. Valores encontrados da porcentagem do Ciclo Celular, fase
GO-G1 na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Cell Cycle (Millipore)
no citdmetro Guava (Millipore) — Paciente 1

2D 3D
Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 61,56 | 43,87 | 45,67 | 49,27 | 53,85 | 62,45 | 43,78 | 50,03 | 48,78 | 49,54
Gl 41,67 | 50,43 | 44,15 | 58,18 41,50 | 59,87 | 43,76 | 54,67
G2 48,93 | 50,72 | 42,80 | 57,69 47,65 | 51,98 | 41,56 | 56,32
G3 49,54 | 54,77 | 59,02 | 56,26 50,01 | 53,72 | 49,99 | 55,43
G4 50,00 | 47,12 | 60,38 | 52,50 51,21 | 57,65 | 49,87 | 51,45
G5 37,03 | 52,79 | 50,00 | 54,16 50,76 | 54,67 | 48,76 | 53,65
G6 58,62 | 57,75 | 60,53 | 50,82 58,88 | 59,76 | 56,78 | 52,65

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).

Quadro 19. Valores encontrados da porcentagem do Ciclo Celular, fase
GO-GI1 na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Cell Cycle (Millipore)
no citdmetro Guava (Millipore) — Paciente 2

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 64,65 | 42,45 | 54,87 | 43,21 | 43,76 | 63,98 | 43,98 | 44,44 | 40,83 | 41,87
Gl 42,45 | 53,65 | 43,76 | 54,87 47,67 | 43,97 | 45,32 | 48,76
G2 47,68 | 42,34 | 41,89 | 56,91 48,93 | 49,72 | 47,29 | 54,39
G3 47,46 | 56,74 | 60,02 | 55,43 49,87 | 50,73 | 53,87 | 55,82
G4 51,23 | 53,65 | 61,21 | 53,64 51,76 | 53,92 | 56,98 | 56,83
G5 38,36 | 57,98 | 50,00 | 54,67 57,02 | 57,82 | 58,76 | 59,87
G6 57,92 | 56,84 | 61,43 | 54,84 59,98 | 60,32 | 62,76 | 63,09

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).
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Quadro 20. Valores encontrados da porcentagem do Ciclo Celular, fase
GO0-G1 na cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Cell Cycle (Millipore)
no citometro Guava (Millipore) — Paciente 3

2D 3D

Oh 6h 12h | 24h | 30h Oh 6h 12h | 24h | 30h
GC | 62,87 | 41,65 | 42,34 | 49,27 | 53,85 | 67,54 | 43,67 | 48,65 | 49,12 | 49,65
Gl 41,67 | 43,76 | 44,15 | 58,18 41,67 | 62,60 | 44,15 | 50,43
G2 48,93 | 50,72 | 42,80 | 57,69 48,93 | 50,72 | 42,80 | 52,65
G3 49,54 | 54,77 | 59,02 | 56,26 49,54 | 54,77 | 59,02 | 53,87
G4 50,00 | 47,12 | 60,38 | 52,50 50,00 | 47,12 | 60,38 | 54,97
G5 37,03 | 52,79 | 50,00 | 54,16 37,03 | 52,79 | 50,00 | 55,58
G6 58,62 | 57,75 | 57,43 | 56,98 58,62 | 57,75 | 59,78 | 57,65

2D: cultura em monocamada; 3D: cultura em substrato de colageno; GC: grupo
controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (62).

O estudo piloto foi idealizado para a obten¢do de informagdes que
ndo foram encontradas na literatura vigente, com a finalidade de obtermos
a carga ¢ o tempo de compressdo ideais para se utilizar no experimento
principal. Para isto foi proposto a utilizacdo de cargas que variavam de sem
carga, 1,2,3,4,5¢6 g/(:rn2 por um periodo de tempo que oscilou entre 6,
12, 24 e 30 horas tanto para pressdao em culturas celulares em monocamada
como em culturas celulares usando o substrato de colageno com o objetivo
de verificarmos qual a carga e o periodo de tempo que produziriam a maior
viabilidade celular, menor morte celular por apoptose e necrose além de
permitir a verificacdo do ciclo celular. O estudo piloto permitiu a
observacdao dos seguintes fendmenos: a) em relacdo aos intervalos de
tempo de pressdo estudados ndo houve diferenga estatistica entre si,
entretanto todos foram diferentes em relagdo ao controle, desta forma

poderiamos optar por manter as células sob pressao no menor intervalo, ou
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seja, seis horas; b) ndo houve diferenca nos resultados das variaveis
analisadas entre os grupos de fibroblastos cultivados em monocamada ou
sobre o substrato de coldgeno; c) os resultados dos grupos G3 e G4, 3
g/lem® e 4 g/em®, respectivamente, deveriam ser considerados para o
experimento principal, pois no grupo G3 os resultados ficaram muito
proximos do grupo controle, mantendo assim os niveis de morte celular
baixos e o nivel de células viaveis mais alto, e no caso do G4 observou-se
uma tendéncia de maior necrose ¢ menor viabilidade em relacdo a G3, mas
nenhuma diferenca em relagio a G5 e G6, 5 g/em® e 6 g/lem’,
respectivamente. Como nao foi possivel verificar por meio do estudo piloto,
qual carga/drea seria a mais influente no estudo principal (G3 ou G4), a
estratégia adotada foi a de se conduzir os experimentos com ambas, € assim
poder analisar se uma amostra significativamente maior estes resultados se

manteriam.

APENDICE 2
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE)

Convido o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa: Modelo de compressiao
continua na cultura de fibroblastos derivados do ligamento periodontal
humano, sob a responsabilidade do pesquisador Marco Antonio Mattar, a
qual pretende coletar informagdes importantes para um melhor

entendimento do cultivo de células do ligamento periodontal humano.

Sua participacdo € voluntaria e se dard por meio da cirurgia dos terceiros

molares inclusos, cuja a mesma transcorrera normalmente, sem nenhuma
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alteragdo, prejuizo fisico, moral ou psiquico; somente serd coletado o
tecido que for retirado durante a cirurgia e que seria descartado (porque nao
estd ndo tem mais utilidade) para ser enviado ao Laboratério de Cultura de

Células da Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP/EPM.

Se vocé€ aceitar participar, estard contribuindo para ajudar no tratamento e

na recuperagao do tecido 6sseo humano.

Se depois de consentir em sua participagdo o Sr. (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados,
independentemente do motivo € sem nenhum prejuizo a sua pessoa> o (a)
Sr. (a) ndo tera nenhuma despesa e também nao recebera nenhuma
renumeragdo. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas
sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer
outra informagdo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador
no endere¢o (Rua Pedro de Toledo, 781 — 11° andar, frente), pelo telefone
11(5579.2583), ou podera entrar em contato com o o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14, 5571-1062, FAX:
5539-7162 — e-mail: cepunifesp@epm.br

Todas as informagdes e os materiais coletados serdo utilizados

exclusivamente para esta pesquisa.

As informacgdes que li ou que foram lidas para mim foram suficientes,
descrevendo o estudo: Modelo de compressio continua na cultura de
fibroblastos derivados do ligamento periodontal humano. Eu conversei
com o Marco Antonio Mattar sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Todas as intengdes do estudo, os procedimentos a serem realizados,

seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
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esclarecimentos permanentes ficaram claros para mim. Também ficou claro
que a minha participacao neste estudo ¢ isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar se houver algum dano pessoal
relacionado diretamente a este estudo. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante a sua realizacdo, sem penalidades, prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data /]

Assinatura da testemunha  Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos

ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a

participagdo neste estudo especificamente.

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data /]
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