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APRESENTACAO

As ciéncias médicas, por conceito, compde o curriculo académico da saude clinica.
Na base PubMed uma busca por este termo ipsi literis versado para lingua inglesa, revela
que desde a década de 80 o numero de estudos publicados se mantém relativamente
constante ao longo dos anos mostrando, desta forma, a importéncia continua desta
tematica na comunidade cientifica. Nesta obra intitulada “A¢des de Saude e Geragcao
de Conhecimento nas Ciéncias Médicas”, volumes 4, 5, 6, 7 e 8, esta relevancia é
evidenciada no decorrer de 95 textos técnicos e cientificos elaborados por pesquisadores
de Instituicoes de Ensino publicas e privadas de todo o Brasil.

De modo a operar o link indissociavel entre a acdo de saude e a geragcédo do
conhecimento, a obra foi organizada em cinco volumes tematicos; séao eles:

IV — Analise do cuidado em salude: genecologia e obstetricia preventiva;

V — Saude mental e disturbios do neurodesenvolvimento;

VI — Diversidade de saberes: comunicacgao cientifica na area de saude publica;

VII — Experiéncias educacionais: agcdes de prevencado, promog¢ao e assisténcia de
qualidade em saude; e,

VIIl — Saude em diversos aspectos: estratégias na interface do conhecimento e
tecnologia no cuidado do paciente.

O conteudo amplo e variado deste e-Book publicado pela Atena Editora convida o
leitor a gerar, resgatar ou ainda aprimorar seu senso investigativo no intuito de estimular
ainda mais sua busca pelo conhecimento na area das ciéncias médicas.

Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
Fernanda Viana de Carvalho Moreto
Thiago Teixeira Pereira
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HIDROGEL DE ACETATO DE CELULOSE E EDTAD -
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RESUMO: Atualmente novos materiais como
hidrogéis vem sendo amplamente estudados
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para aplicagbes como biomateriais, porém pesquisas utilizando hidrogéis para liberacao
controlada e localizada de farmacos na regeneracao tecidual 6ssea ainda é muito escassa.
O material utilizado para o desenvolvimento desse trabalho apresenta caracteristicas de
biocompatibilidade interessantes, como alto grau de intumescimento, citocompatibilidade,
caracteristicas anféteras aumentando a interagao quimica entre farmacos, sais e até mesmo
fitoterapicos, além de apresentar baixo custo de produgcdo. Com este estudo, verificamos
o efeito in vitro da liberagdo controlada de Sinvastatina (SIN) por um hidrogel de acetato
de celulose modificado. Para alcancgar este objetivo, foi realizado estudos de cinética de
liberacdo da SIN, cultura de osteoblastos mesenquimais de rato no qual foram realizados
testes de viabilidade celular e expressao de fosfatase alcalina. Com estes resultados
esperamos avancar ainda mais na pesquisa visando uma futura aplicacéo na terapia tecidual
de regeneracéo Ossea.

PALAVRAS-CHAVE: Hidrogel, Sinvastatina, Liberacao Controlada, Viabilidade Celular

ABSTRACT: Currently, new materials such as hydrogels have been widely studied for
applications as biomaterials, however research using hydrogels for controlled and localized
activation of drugs in bone tissue regeneration is still very scarce. The material used for the
development of these works has interesting biocompatibility characteristics, such as a high
degree of intumescence, cytocompatibility, resources and resources related to the chemical
interaction between chemical products, even herbal medicines, in addition to the less indicated
use of production. With this study, the in vitro effect of the controlled release of simvastatin
(SIN) by modified cellulose acetate hydrogel was verified. To achieve this objective, studies
were carried out on SIN release kinetics, culture of rat mesenchymal osteoblasts and no cell
viability test and alkaline phosphatase expression. With these results we hope to advance
further in the research to apply a future application in bone regeneration tissue therapy.
KEYWORDS: Hydrogel, Simvastatin, Controlled Release, Cell Viability

11 INTRODUCAO

A engenharia tecidual em combinagdo com biomateriais avangcados possuem
inumeras aplicagdes no campo da medicina regenerativa. Em defeitos ésseos, os
enxertos 0sseos sdo cruciais na reconstituicao ortopédica devido ao grande numero de
defeitos traumaticos, tumores e defeitos de nascimento que causam injurias extensas
(GIANNOUDIS; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005). Dentre os diferentes tipos de enxertos
0sseos, auto enxertos permanecem como sendo os mais indicados devido a boa
integracéo, conducéao e propriedades osteogénicas (SEN; MICLAU, 2007). No entanto, o
problema com o auto enxerto é a quantidade limitada de material que se pode extrair do
préprio paciente e a necessidade de duas areas cirurgicas, uma area doadora e a outra
receptora.

Hidrogéis s&o polimeros formados por redes interligadas tridimensionalmente
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capazes de absorver e reter grandes quantidades de agua, promovendo assim uma boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade (KARAKASYAN et al., 2015). Para expandir
as limitagcdes do uso do auto enxerto de tecido 6sseo, uma estratégia seria a utilizacao
de biomateriais capazes de aumentarem a capacidade de regeneracédo 0ssea. Assim, o
uso de hidrogéis carreadores de drogas para regeneracao 6ssea vem sendo estudados
para encontrar um modelo de biomaterial ideal para a regeneracdo 6ssea (DESSI et
al., 2013), nesse sentido, os hidrogéis vem sendo mais estudados por minimizarem
0s procedimentos invasivos e serem inseridos em regioes localizadas diretamente no
sitio de interesse (YASMEEN et al., 2014). Dentre os hidrogéis promissores na area
dos biomateriais, principalmente para aplicagdes na engenharia tecidual (TAN; MARRA,
2010; WANG et al., 2010), uma nova classe de hidrogéis a base de acetato de celulose
entrecruzado com agentes sequestrantes tem sido amplamente estudada para a liberacao
controlada de farmacos (CHILKOTI et al., 2002). Por isso, a combinac&o do hidrogel com
drogas osteogénicas tornou-se interessante para ser utilizado e testado como um método
promissor para a regeneracao de defeitos 6sseos.

A Sinvastatina (SIN) € um farmaco pertencente ao grupo das estatinas, amplamente
utilizada como agente terapéutico de hipercolesterolemia, no entanto, recentemente foi
descoberta uma acao pleiotropica, revelando que as estatinas aumentam a expressao de
genes osteogénicos em osteoblastos e células de medula 6ssea, reduzindo atividade de
osteoclastos ativando a diferenciacéao em osteoblastos e formacao 6éssea (PAPADIMITRIOU
et al., 2015; TAIl et al., 2015). Mais especificamente, a estatina aumenta a expresséo
de proteina morfogenética 6ssea-2 (BMP-2) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (AYUKAWA et al., 2009; HUGHES et al., 2007). Concomitantemente, a SIN
aumenta a expressao de marcadores para genes osteogénicos como, fator de transcricao
2 relacionado a Runt (RUNX-2), osteocalcina, osteopontina e fosfatase alcalina, em
osteoblastos e células estromais de medula éssea (YAN et al., 2015). Devido a estas
propriedades, € consideravel que a SIN possa ser uma opc¢ao terapéutica importante
na regeneracéao tecidual 6ssea. Além disso, € amplamente visto na bibliografia o uso
de sinvastatina como um fator osteoindutor. Nessa perspectiva, ela é um farmaco de
grande importancia nos estudos relacionados a regeneracao tecidual e desenvolvimento
de substitutos 6sseos, nos quais ela & necessaria junto a células tronco e um meio de
cultura para as células se desenvolverem. Seu potencial osteoindutor é relacionado a
seu efeito pleiotropico nos ossos, contribuindo para a formacéo 6ssea e que envolve uma
acao anti-inflamatéria, imunomoduladora e antitrombogénica. (FERREIRA, 2006, p.85-88;
MENDES JUNIOR, 2017, p.133-141)

Pesquisas com hidrogéis para liberagao controlada e localizada de farmacos para
regeneracao 0ssea ainda é escassa. Neste trabalho, foi estudado os efeitos da liberacéo
controlada de SIN utilizando o hidrogel, em ensaios de liberagdo controlada e cultura de

células no Laboratério de Biomateriais da PUC-SP.
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Diariamente, pessoas enfrentam problemas de saude relacionados a perda tecidual.
No caso de injurias 6sseas, nem sempre auto enxertos sdo possiveis ou indicados, e
0 uso de biomateriais como substitutos 6sseos é a unica opcao (HONG et al., 2010;
HUTMACHER, 2000). Embora esforgos significativos tenham sido feitos para se
desenvolver biomateriais adequados para regenerag¢ao 6ssea, em sua maioria arcaboucos,
estes sdo dificeis de serem moldados e alocados adequadamente (DESSI et al., 2013). No
entanto, biomateriais como hidrogéis vém sendo aplicados mais frequentemente devido
a baixa invasividade cirlurgica e alta capacidade de liberacédo de farmaco in locus (YAN
et al., 2015). Adicionalmente, a sinvastatina demonstra se um farmaco osteoindutor do
remodelamento 6sseo, portanto, um farmaco que possui grande potencial de utilizacdo
em procedimentos de regeneracéao tecidual. Em virtude das propriedades da sinvastatina
e as perspectivas de uso de hidrogéis na regeneracao éssea, este trabalho se justifica
em avaliar a liberacdo farmacologica e a inducédo da atividade celular em um hidrogel
de acetato de celulose entrecruzado com acido etilenodiamino tetra-acético (HAC-EDTA)
contendo o farmaco Sinvastatina.

2| OBJETIVO

Verificar o efeito in vitro da liberacdo controlada de Sinvastatina (SIN) utilizando
o Hidrogel HAC-EDTA e seus efeitos na proliferacdo de células osteoblasticas e

mesenquimais em cultura.

3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

O hidrogel de acetato de celulose entrecruzado com &cido etilenodiamino tetra-
acético (HAC-EDTA) foi desenvolvido no Laboratério de Materiais Lignocelulésicos da
Universidade Federal de Sédo Carlos, Campus Sorocaba e gentilmente cedido para este
projeto através de colaboracéo cientifica com o Laboratério de Biomateriais da PUC-SP.
Membranas de HAC-EDTA foram cortadas em discos de 6mm de didmetro e utilizados
nos experimentos com as células e nos ensaios de liberagdo. Apds ser cortado o HAC-
EDTA foi entumecido diferentes concentragcdes de sinvastatina diluida em etanol 70% (1,
10, 50 e 100mg/mL).

3.2 Cultura de células

Ambas as células de osteoblastos e mesenquimais de rato, obtidas do banco de
células do Laboratério de Biomateriais da PUC-SP, foram cultivadas em meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
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solucéo de 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina e 4 mM de L-glutamina. As linhagens
celulares foram incubadas a 37°C a 5% de CO,. As células foram repassadas em novas
garrafas de cultura com Tripsina-EDTA para manuteng¢éo da cultura celular.

3.3 Ensaio indireto de viabilidade celular

Amostras de HAC-EDTA com SIN foram mantidas em estufa 37°C em 5% de CO,
para ambientar por 1h em 200 ul de DMEM antes dos experimentos. Posteriormente,
o meio DMEM foi retirado e para cada poc¢o foi adicionado 200 pl de meio DMEM
suplementado com 10% de SFB contendo as células na concentracdo de 1x10* células.
ml'. As placas foram incubadas a 37°C em 5% de CO,. O hidrogel contendo sinvastatina
previamente ambientado ao DMEM foi colocado lateralmente as células aderidas. A pocos
de poliestireno sem amostras foram utilizados como controle negativo (CTRL-N) e seus
resultados foram considerados como 100% de viabilidade celular. Como controle positivo
(CTRL-P), membranas de HAC-EDTA pura sem sinvastatina foram utilizadas. A placa
para o ensaio de viabilidade celular a partir da conversdo do MTT pelas mitocdndrias das
células em um pigmento vermelho foi avaliada pelo método de espectrofotometria em leitor
de microplacas. Os ensaios foram divididos em ftriplicatas e diferentes concentracdes de
SIN no HAC-EDTA foram testadas nas células: 1, 10, 50 e 100mg/mL de Sinvastatina.
Também foi realizada uma triplicata do controle negativo e do controle positivo. Apbs os
respectivos tempos de incubacéo (1, 3 e 7dias), o meio foi retirado e os po¢os lavados
com DMEM. Apés a lavagem, cada pog¢o recebeu 200 ul de solugédo de MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) com a concentragcédo de 0.005 g.ml" diluido
em meio DMEM. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 4 horas e apo6s a
incubacao, o MTT foi substituido por 200 ul de solu¢édo de DMSO (Dimetilsulféxido). Em
seguida, foram coletados dos pocgos, 100 pl da solucao e transferido para uma placa de
leitura para ensaios do tipo ELISA. A absorbancia foi lida utilizando leitor de microplacas
BioTek (ELX 800, USA) no comprimento de onda de 570 nm. Os resultados de absorbéancia
foram plotados em gréficos.

3.4 Ensaio de fosfatase alcalina

O ensaio de fosfatase alcalina foi realizado com o kit de ensaio SensolLyte®
pNPP AlkalinePhosphatase (AnaSpec — Fremont, CA — USA) e foram utilizadas células
osteoblasticas e células mesenquimais de rato. Em seguida, o HAC-EDTA com as
diferentes concentracdes de SIN (1, 10, 50 e 100mg/mL ) foram colocados na parede dos
pocos de placas 96-pogos (TPP — Techno PlasticProducts, Switzerland) e mantidas em
estufa 37°C em 5% de CO,, com 200 pl de meio DMEM. Posteriormente, o meio DMEM
foi retirado e para cada poco e adicionado 200 ul de meio DMEM suplementado com 10%
de SFB contendo as células na concentragcao de 1x10* células.ml'. Apds os respectivos
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tempos de incubacgao, o ensaio seguiu o protocolo descrito pelo fabricante:

Para a curva padrao de fosfatase alcalina, o padrao de fosfatase alcalina (10 yg.ml
— Componente E) foi diluido para 0,2 yg.ml' em tampao de diluicdo (1:50). Em seguida
foram feitas duas diluicbes em serie para se obter a concentracao de 100, 50, 25, 12.5,
6.2, 3.1 e 0 ng.mI" de solucao de fosfatase alcalina.

Tanto o controle como as amostras foram lidos utilizando o equipamento BioTek
microplatereader (ELX 800, USA) no comprimento de onda de 405 nm.

3.5 Ensaio da cinética de liberacao de Sinvastatina

Inicialmente foi realizado a incorporagédo da sinvastatina nos hidrogéis de acetato
de celulose, o qual foi imerso, separadamente, em solucdo de sinvastatina diluida em
etanol 70% com concentragdes de 1, 10, 50 e 100 mg/mL do farmaco. Esse sistema foi
mantido em agitacdo por 24h em triplicata para cada concentragdo. O estudo de liberacéo
de sinvastatina foi realizado utilizando um espectrofotometro UV-VIS, da marca FEMTO,
modelo 880 XIl, utilizando um comprimento de onda de 243 nm. As amostras de acetato de
celulose, impregnada com sinvastatina, foram imersas em 4 mL de solu¢do de PBS (pH =
7,4) e durante a analise, uma aliquota de 2 mL da solucéo foi retirada, de tempo em tempo,
para quantificagcao, sendo posteriormente descartada. Para que o volume permanecesse
constante (4mL), apds cada leitura 2 mL de solu¢cédo de PBS era recolocado no conjunto.
Esse processo de analise foi repetido até atingir o tempo de 96 h. Feitas as medigdes,
a quantidade de sinvastatina liberada foi calculada a partir de uma curva padrédo de
calibragao contendo concentragdes conhecidas de sinvastatina.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse projeto, utilizamos um hidrogel a base de acetato de celulose, reticulado com
EDTAD. Esse novo hidrogel foi gentilmente cedido de forma colaborativa pelo Grupo de
Pesquisa em Materiais Lignocelulésicos da Universidade Federal de Sao Carlos- Campus
Sorocaba.

Dentre os hidrogéis, promissores na area dos biomateriais, principalmente para
aplicacbes na engenharia tecidual (TAN; MARRA, 2010; WANG et al., 2010), a classe de
hidrogéis a base de acetato de celulose entrecruzado com EDTA tem sido amplamente
estudada para a liberagdo controlada de farmacos (CHILKOTI et al., 2002). Por isso,
a combinacédo do HAC-EDTA com drogas osteogénicas se apresenta como um método
promissor para a regeneracao de defeitos 6sseos. Esse novo hidrogel apresenta uma
estrutura complexa descrita a seguir.

O HAC-EDTA é um polimero que possui cadeias com ligagbes cruzadas, e suas
cadeias poliméricas estao ligadas entre si por intermédio de segmentos de cadeias unidas
por forcas primarias do tipo covalentes. O material € composto por acetato de celulose
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com grau de substituicdo (GS) 2,5 e EDTA (sigla do inglés, Ethylenediaminetetraacetic
dianhydride) sendo o acetato de celulose a base principal do hidrogel. O material é
sintetizado pelo entrecruzamento de cadeias de acetato de celulose com EDTA atuando
como agente de entrecruzamento, em meio homogéneo tendo o DMF (Dimetilformamida)
como solvente (SENNA; NOVACK; BOTARO, 2014). Dentre as vantagens da utilizacao
desse polimero tem-se seu baixo custo, visto a abundancia desse material na natureza,
seu comportamento termofixo (ndo sofre mudancas em temperaturas entre 35°C a 45°,
faixa de temperatura do corpo humano), hidrofélico (chegando a intumescer mais de 800%
de agua, podendo ser usado como carreador de farmacos), ao fato de nao apresentar
indicios de degradacédo em curtos periodos de tempo e da possibilidade de ser usado
em formatos diferenciados: membranas, filmes ou particulas. Além disso, ensaio de 10
dias utilizando MTS mostrou adaptacdo da célula ao material e aumento da atividade
celular, o que demonstra a ndo toxicidade do material (MELERO et al., 2019). Em nossa
pesquisa ele foi utilizado como arcabouco para a aplicacdo de sinvastatina em diferentes
concentragdes em osteoblastos e células mesenquimais de rato.

4.6 Liberacao de Sinvastatina

A Fig. 1 ilustra a incorporagéo da sinvastatina no hidrogel que ficou em contato, por
24h, com solucéo a 1, 10, 50 e 100 mg/mL.

Conc. Adsorvida Amostra (mg/mL)

Conc. Adsorvida Amostra (mg/mL)

Amostras

B1

Conc. Adsorvida Amostra (mg/mL)
Conc. Adsorvida Amostra (mg/mL)

Amostras Amostras

Figura 1. Incorporagao da sinvastatina no HAC-EDTA que ficou em contato por 24h, com a solucéo (A)
1 mg/mL, (B) 10 mg/mL, (C) 50 mg/mL e (D) 100 mg/mL, (Experimento realizado em triplicata, A1, B1,
C1 representam cada amostra individualmente) e curva de liberagao da sinvastatina.

Através da analise da Fig.1 & possivel observar que as amostras de hidrogéis
apresentaram um comportamento de incorporacao da sinvastatina semelhante. Isso
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poderia ser atribuido a homogeneidade das amostras, indicando que o processo realizado
para a obtencdo dos hidrogéis é eficiente e produz materiais com estrutura quimica
regular. Além disso, a incorporacdo da sinvastatina, para a concentracdo de 1 mg/mL, é
de aproximadamente de 77,3%.

A incorporagcdo da sinvastatina, para a concentracdo de 10 mg/mL, é de
aproximadamente de 82,9%.

As amostras de hidrogéis apresentaram um comportamento de incorporacéo da
sinvastatina semelhante. Isso poderia, novamente, ser atribuido a homogeneidade das
amostras, indicando que o processo realizado para a obtencao dos hidrogéis € eficiente e
produz materiais com estrutura quimica regular. Além disso, aincorporacéo da sinvastatina,
para a concentracéo de 50 mg/mL, € de aproximadamente de 79,0%..

A incorporacdo da sinvastatina no hidrogel que ficou em contato, por 24h, com a
solugao 100 mg/mL.

E possivel observar na figura 1 C, que o comportamento de incorporacdo destoa
das demais amostras. Entretanto, devido ao grande desvio apresentado, nao é possivel
afirmar que isso seja causado pela diferenca na sua estrutura.

A Fig. 2 ilustra a curva de liberacdo comparativa de todas das amostras imersas, em
solugéo de sinvastatina com concentragées de 1, 10, 50 e 100 mg/mL. E possivel observar
que a amostra de HAC-EDTA que ficou imersa por 24h na solugdo de sinvastatina com
concentracao de 1 mg/mL foi a que apresentou a menor liberacdo. Além disso, foi possivel
observar que as amostras de hidrogéis que ficaram imersas, pelo mesmo periodo de
tempo, em solugdées com concentracdes maiores de sinvastatina (10, 50 e 100 mg/mL) né&o
apresentaram diferenca no perfil e na quantidade de sinvastatina liberada. Isso mostrou
gue a quantidade impregnada n&o interferiu no processo de liberacao da sinvastatina para
0 meio.

0,025
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g
*
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Figura 2. Curva comparativa de liberacéo de sinvastatina nas concentra¢des de 1, 10, 50 e 100mg/mL
nas amostras de HAC-EDTA.
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4.7 Viabilidade Celular

A andlise da viabilidade com o MTT avalia a atividade mitocondrial pela reducéo
do MTT em formazan um pigmento avermelhado que € identificado e quantificado no
espectrofotdmetro. Assim, a analise deste trabalho permitiu avaliar a capacidade das
mitocOndrias das células em manter seu metabolismo na presenca da sinvastatina sendo
gradativamente liberada pelo HAC-EDTA.

No entanto, na figura 3, a viabilidade celular das células mesenquimais diminuiu nas
concentragdes de 10, 50 e 100mg e se manteve alta na concentracdo de 1Tmg/mL apés 1
e 3 dias. Quando comparado com os osteoblastos, observa-se que as mesenquimais sao
células mais sensiveis a presencga da sinvastatina.

O controle positivo € levemente aumentado com relagdo aos grupos tratados com a
Sinvastatina ao 7° dia. Peculiarmente nédo ha diferenca entre os grupos tratados ao final
dos 7 dias e isso significa que tanto a maior quanto a menor concentracédo testada nao
interferiram no crescimento celular dos osteoblastos, como mostra a figura 3, onde os
osteoblastos tiveram pequena reducéo da atividade mitocondrial quando comparado com
o controle positivo em todos os tempos de cultivos analisados.

Na figura 4, o estudo da viabilidade celular em células mesenquimais de rato mostrou
baixissima absorbéncia do MTT o que é indicativo de morte celular na analise apés 7
dias, exceto no grupo do controle negativo, o qual € esperado para este grupo por nao
ter tido nenhuma interferéncia seja do material ou do farmaco. Assim, observou-se baixa
viabilidade das células mesenquimais de todos os grupos tratados. Embora a literatura
indique que as células embrionarias sejam estimuladas pela sinvastatina (Qiao et al, 2011),
nao ha dados sobre a resposta das células mesenquimais para este mesmo farmaco em

modelos de células de ratos.

Figura 3. Viabilidade celular de osteoblastos de rato. Valores expressos em absorbancia do MTT.
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Figura 4. Viabilidade celular de células mesenquimais de rato. Valores expressos em absorbancia do
MTT.

4.8 Analise da expressao de fosfatase alcalina

O estudo de fosfatase alcalina (FA) nos dois tipos celulares analisados foram

de 7, 14 e 21 dias. A fosfatase alcalina é a principal molécula indicativa de aumento
da atividade dos osteoblastos caso estejam sendo estimulados a sintetizar matriz 6ssea.
Hoje ainda € usada como marcador de formacéo 6ssea, porém, também pode apresentar
elevacao em alteracdes onde a reabsorcao 6ssea predomina sobre a formacao (SARAIVA,
LAZARETTI-CASTRO 2002).

Nesse estudo, a andlise da FA nos permitiu analisar se houve interferéncia positiva da
droga estudada e se através da FA as células estariam estimulando a mineralizacao 6ssea
em caso de reparo tecidual. Na analise de FA com osteoblastos (Figura 5) observamos
que somente apoés 21 dias houve aumento da expressédo de FA em todas as concentracdes
gquando comparado com os controles.

Peculiarmente as concentragcoes de 1 e 10 apresentaram valores altos com 7 dias
e 21 dias, respectivamente. O resultado foi satisfatério e realmente demonstrou que a
liberac&o de sinvastatina induziu a atividade dos osteoblastos de rato, conforme a literatura
demostrou para osteoblastos segundo Chen et al (2010).

As células mesenquimais nao foram responsivas a sinvastatina ou ao material, muito
menos nos controles ndo houve nenhum tipo de expressdo com indices de absorbéncia
de deteccao confiavel (>0,1), no qual todos os grupos testados se mantiveram no limite
minimo de deteccdo da FA, o que € indicativo que as células mesenquimais ndo sofreram
nenhum tipo de diferenciacéo até 21 dias em cultivo.

Segundo revisto por Ohata e Ozono (2014) as células mesenquimais se diferenciam
em osteoblastos apds varios fatores de transcricdo estarem envolvidos, o qual requer

multiplos estimulos para a diferenciacdo ocorrer. Portanto com base nos resultados obtidos,
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a presenca da sinvastatina sendo liberada gradualmente no meio conforme observado
nos ensaios de liberacao, induziram a atividade dos osteoblastos apenas enquanto que
nao houve resposta as células mesenquimais.

51 CONCLUSOES

O HAC-EDTA apresentou caracteristicas favoraveis para liberagcdo controlada de
sinvastatina, além de demonstrar ser um material promissor para o0 uso como biomaterial.

Apés cerca de 4 a 5h de rapida liberacdo, a sinvastatina se mantém liberando
constantemente no meio sem diminuicbes ao longo do tempo. Peculiarmente, a mesma
quantidade de sinvastatina foi liberada em todas as concentracdes 0 que demonstrou
uma liberagcdo nao-dose dependente.

As células mesenquimais de rato se mostraram muito sensiveis a sinvastatina além
de néo expressarem fosfatase alcalina, o que indicou que este tipo celular de modelo
murino ndo se mostrou viavel nem houve estimulo para diferenciagéo.

Os osteoblastos derato foramresponsivos aliberacéo de sinvastatinaem praticamente
todas as concentragdes ap6s 21 dias de cultivo.
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