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RESUMO  

 

A doença periodontal é caracterizada pela inflamação relacionada ao biofilme dental 

e mediada pelo hospedeiro, que tem como consequência a destruição progressiva do 

aparelho de inserção dental. A terapia padrão ouro visa a eliminação do processo inflamatório 

e obtenção de tecidos e uma microbiota compatíveis com a saúde, entretanto, em alguns 

casos isto não é possível. Desta forma, terapias com antibióticos são aplicadas associadas 

ao tratamento periodontal para alcançar o sucesso. Os antibióticos podem ser administrados 

sistêmica ou localmente, sendo que maiores efeitos adversos são relatados quando 

utilizados sistemicamente. As pesquisas atuais têm desenvolvido e aplicado e tecnologias 

inovadoras baseadas em células, estruturas bioativas e biomiméticas para o tratamento das 

doenças periodontais, especialmente na liberação de drogas e moléculas bioativas. A fibrina 

rica em plaquetas injetável (i-PRF) tem revelado um potencial benéfico quando utilizada nos 

processos regenerativos, e devido suas características, é capaz de incorporar agentes 

ativos, como os antibióticos revelando-se eficaz tanto no efeito antimicrobiano quanto na 

aceleração do processo de cicatrização. Com isso o objetivo do presente estudo foi avaliar 

o comportamento in vitro das células mesenquimais do ligamento periodontal (PDLSCs) 

submetidas à associação de antibióticos e fibrina rica em plaquetas injetável. Para isso, o i-

PRF foi incorporado aos antibióticos amoxicilina e metronidazol, em diferentes 

concentrações, e verificadas as atividades das PDLSCs por meio de testes in vitro. Os 

resultados da viabilidade celular revelaram que o grupo I, a viabilidade celular foi maior em 

comparação aos grupos com antibióticos em diferentes concentrações (p < 0.0001). No 

grupo A10, a viabilidade celular foi maior em comparação ao grupo A5, e aos grupos com 

metronidazol M5 e M10 (p < 0.0001). Para a avaliação da atividade da fosfatase alcalina e do 

conteúdo de proteína total não houve diferença estatística significante entre os grupos 

experimentais (p>0.05). Para a quantificação do cálcio nos nódulos de mineralização o grupo 

I apresentou quantidade estatisticamente maior em comparação aos grupos A5 (p= 0.0075), 

M5 (p= 0.0006) e ao M10 (p=0.0321). Pode-se concluir que o i-PRF proporcionou benefícios 

para a cultura celular, principalmente em relação à presença de maior quantidade de nódulos 

de mineralização e na viabilidade celular, sendo um material promissor para a Odontologia.  

 

Palavras-chave: Fibrina Rica em Plaquetas. Antibacterianos. Células-Tronco.    

 

 

  



INTRODUÇÃO 

 

A periodontite é uma doença imunoinflamatória crônica caracterizada por inflamação 

relacionada ao biofilme e mediada pelo hospedeiro. Clinicamente, observa-se a destruição 

progressiva e irreversível do aparelho de inserção dentário com comprometimento da função 

e estética dentária (Kinane et al., 2017; Papapanou et al., 2018). O impacto da destruição 

periodontal pode resultar em reabsorção patológica do osso alveolar com possível formação 

de defeitos ósseos complexos (Avila-Ortiz et al., 2015; Könönen et al., 2019). 

O tratamento periodontal padrão ouro visa eliminar a progressão do processo 

infeccioso e promover o controle da inflamação, por meio da remoção mecânica do biofilme 

e alisamento radicular, resultando em uma redução nos níveis de alguns patógenos 

periodontais, mas tal mudança na composição do biofilme subgengival não é mantida de 

forma definitiva. Desta forma, terapias adjuvantes, como o uso de antibióticos, têm sido 

utilizadas para potencializar os efeitos do tratamento periodontal (Feres et al., 2015).  

Os antibióticos podem ser usados local ou sistemicamente. O uso de antibióticos 

sistêmicos embora eficaz pode apresentar algumas desvantagens sobre aplicações locais, 

incluindo reações corporais adversas, incerteza sobre a colaboração do paciente com o 

tratamento e menor concentração da droga nos sítios subgengivais. Além disso, o uso local 

de antibióticos pode reduzir o risco de desenvolvimento de resistência bacteriana (Rams, 

Slots, 1996; Feres et al., 2015). 

O foco atual das pesquisas envolve o desenvolvimento e aplicação de tecnologias 

inovadoras baseadas em células, estruturas bioativas e biomiméticas (Liu et al., 2019, 

Farshidfar et al., 2022) para o tratamento periodontal. Neste contexto, com os adventos da 

Engenharia Tecidual, os concentrados do sangue periférico têm sido propostos como 

biomateriais em potencial para aplicações complexas de engenharia tecidual (Choukroun, 

Ghanaati, 2017) e como um inovador sistema de liberação de biomoléculas Miron e Zhang 

(2018).  

Estudos desses concentrados de sangue periférico por Choukroun et al. (2001) 

propiciaram o desenvolvimento de um protocolo de concentrado de plaquetas, nomeado 

fibrina rica em plaquetas (PRF). Este biomaterial acumula glicosaminoglicanos, plaquetas e 

leucócitos provenientes do sangue. As plaquetas e os leucócitos são responsáveis pela 

liberação de fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF), o fator de crescimento transformante b (TGFb), o fator de crescimento semelhante à 

insulina-1 (IGF-1) e o fator de crescimento vascular-endotelial (VEGF). Esses fatores de 

crescimento desempenham um papel fundamental nas fases iniciais da cicatrização devido à 

sua capacidade de estimular a migração e a proliferação celular, e de induzir formação da 

matriz de fibrina (Dohan et al., 2006). Além disso, a angiogênese promovida pela matriz de 



fibrina é facilitada pela estrutura tridimensional do coágulo formado juntamente com a ação 

de citocinas presentes em sua matriz, e pela ação de fatores de crescimento solúveis como 

o fator de crescimento fibroblástico b (FGFb), VEGF e PDGF, incorporados no coágulo 

(Choukroun et al., 2006).  

A utilização da forma líquida do PRF, fibrina rica em plaquetas injetável (i-PRF) que 

também contém células-tronco com alto potencial regenerativo (Abd El Raouf et al., 2019), é 

capaz de incorporar agentes ativos auxiliares no processo de regeneração tanto de tecidos 

moles quanto mineralizados (Kumar, Shubhashini, 2013; Miron et al., 2017). A associação do 

i-PRF aos antibióticos mostra-se eficaz tanto no efeito antimicrobiano quanto na aceleração 

do processo de cicatrização (Knafl, Thalhammer, Vossen, 2017; Polak, Clemer-Shamai, 

Shapira, 2019).  

Em relação à tecnologia baseada em células, as células mesenquimais dos tecidos 

periodontais (PDLSCs) possuem um potencial exclusivo para regenerar os complexos tecidos 

do periodonto pela capacidade de diferenciação em osteoblastos, adipócitos, cementoblastos 

e condrócitos, e por apresentarem as características morfológicas e estruturais típicas destas 

células (Trubiani et al., 2019; Mendoza et al., 2023). São capazes também de expressar os 

seus marcadores de superfície específicos (Wang et al., 2016; Duan et al., 2018; Queiroz et 

al., 2021) e de exercerem funções parácrinas, por meio de biomoléculas ativas. Desta maneira 

podem atuar estimulando as células progenitoras do hospedeiro e modulando células 

imunitárias e, assim, desempenhando papéis cruciais na regeneração do periodonto de 

sustentação (Shanbhag et al., 2019, de Lima Barbosa et al., 2023; Esmaeilnejad et al., 2023).  

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o comportamento in 

vitro das células mesenquimais do ligamento periodontal submetidas à associação de 

antibióticos e fibrina rica em plaquetas injetável. 

 
OBJETIVOS  

 

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar o comportamento in vitro das 

células mesenquimais do ligamento periodontal submetidas à associação de antibióticos e 

fibrina rica em plaquetas injetável.  

Os objetivos específicos foram: 

Avaliar, a partir dos ensaios biológicos in vitro, a citotoxicidade, conteúdo de proteína 

total e atividade de fosfatase alcalina, e formação e quantificação de cálcio nos nódulos de 

mineralização, das células mesenquimais do ligamento periodontal expostas ao meio de 

cultura contendo o i-PRF e diferentes concentrações de amoxicilina e metronidazol. 

  



MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente projeto trata-se de um estudo experimental in vitro. O protocolo para 

manipulação de tecidos humanos (sangue e dentes) foi inicialmente submetido ao Comitê de 

Ética em Pesquisa em Humanos do ICT UNESP de São José dos Campos (CEPH), sob o 

número do parecer n°: 4.217.367 para a obtenção do sangue, e parecer n°: (CAAE 

84105024.8.0000.0077) para a obtenção de células do ligamento periodontal a partir de 

terceiros molares extraídos. 

Com a aprovação da justificativa de reformulação do projeto de pesquisa, a nova 

metodologia proposta previa a avaliação dos ensaios biológicos in vitro de proliferação celular, 

citotoxicidade, genotoxicidade, conteúdo de proteína total e atividade de fosfatase alcalina, e 

formação de nódulos de mineralização, das células mesenquimais do ligamento periodontal 

expostas ao meio de cultura associado ao i-PRF e concentrações de amoxicilina. No entanto, 

devido à impossibilidade de utilização do microscópio de fluorescência devido a um problema 

técnico, não foi possível avaliar a proliferação celular e a genotoxicidade. No entanto, foram 

acrescentados outros dois grupos teste de avaliação, com diferentes concentrações de 

metronidazol.  

Os procedimentos in vitro foram desenvolvidos no Laboratório de Estudos 

Interdisciplinares em Células (LEIC) e no Centro de Biociências Aplicado a Pacientes com 

Necessidades Especiais (CEBAPE), localizados do Departamento de Biociências e 

Diagnóstico Bucal do ICT CSJC – UNESP. 

 

Delineamento experimental in vitro 

 

Os experimentos foram realizados nos períodos determinados e descritos em cada 

análise, após o plaqueamento PDLSCs em microplacas de cultura celular.  

Para as avaliações in vitro, as células PDLSCs foram divididas em quatro grupos 

experimentais:  

- Grupo controle (C): PDLSCs em meio de cultura completo (α-MEM, soro fetal 

bovino e antibióticos) com dexametasona a 100 milimolar (mM) (Sigma-Aldrich®, Merck 

KGaA, Darmstadt, Alemanha) e hidróxido de potássio monobásico (KH2PO4) a 180 mM; 

- Grupo Amoxicilina 5 mg/mL (A 5): PDLSCs em meio de cultura completo com 5 

mg/mL de Amoxicilina, dexametasona a 100 mM (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemanha), de hidróxido de potássio monobásico (KH2PO4) a 180 mM, acrescentados à 

solução de i-PRF a 20%; 

- Grupo Amoxicilina 10 mg/mL (A 10): PDLSCs em meio de cultura completo com 

10 mg/mL de Amoxicilina, dexametasona a 100 mM (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, 



Darmstadt, Alemanha), de hidróxido de potássio monobásico (KH2PO4) a 180 mM, 

acrescentados à solução de i-PRF a 20%; 

- Grupo i-PRF 20% (I): PDLSCs em meio de cultura completo com 20% de i-PRF 

(descrito detalhadamente a seguir), com dexametasona a 100 mM (Sigma-Aldrich®, Merck 

KGaA, Darmstadt, Alemanha), e hidróxido de potássio monobásico (KH2PO4) a 180 mM; 

- Grupo Metronidazol 5 mg/mL (M 5): PDLSCs em meio de cultura completo com 5 

mg/mL de Metronidazol, dexametasona a 100 mM (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemanha), de hidróxido de potássio monobásico (KH2PO4) a 180 mM, 

acrescentados à solução de i-PRF a 20%; 

- Grupo Metronidazol 10 mg/mL (M 10): PDLSCs em meio de cultura completo com 

10 mg/mL de Amoxicilina, dexametasona a 100 mM (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemanha), de hidróxido de potássio monobásico (KH2PO4) a 180 mM, 

acrescentados à solução de i-PRF a 20%. 

A escolha das concentrações dos antibióticos foi baseada nos resultados obtidos 

a partir do estudo “Utilização da fibrina rica em plaquetas injetável (i-PRF) como sistema de 

liberação de antimicrobianos” realizado no grupo de pesquisa do ICT CSJC UNESP. 

 

Preparo do i-PRF e do meio de cultura enriquecido com i-PRF 

 

A coleta de sangue foi realizada por um Cirurgião-Dentista treinado, integrante da 

equipe, para o procedimento de venopunção à vácuo. Inicialmente foram identificadas as 

veias superficiais na região da fossa antecubital dos braços dos pacientes doadores. Cada 

paciente doará 100 mL de sangue venoso que serão coletados seis tubos de 10 mL de 

sangue. A cada 10 mL de sangue venoso coletado, 1 mL de i-PRF é adquirido (Miron et al., 

2017). Desta forma, serão obtidos no total 60 mL de i-PRF que serão utilizados no preparo 

do meio de cultura enriquecido com i-PRF dos experimentos.  

Os tubos plásticos estéreis (Vacuette®, Greiner Bio-One Brasil Ltda, Americana, 

São Paulo, Brasil) com as amostras de sangue coletados foram submetidos à centrifugação 

(Horizontal PRF Centrifuge Machine, Bio-PRF®, Estados Unidos) de 700 rpm (rotações por 

minuto) por 3 minutos, à temperatura ambiente. O i-PRF obtido em cada tubo será removido 

do sangue centrifugado com auxílio de uma agulha longa, sendo o bisel o ponto de 

referência (Thanasrisuebwong et al. 2020).  

O i-PRF coletado de cada tubo foi disposto em microplacas de cultivo celular de 

24 poços (CELLSTAR® Greiner Bio-One Brasil Ltda, Americana, São Paulo, Brasil) e 

incubado por 30 minutos em estufa com 5% de CO2, a 37°C, para que permanecesse 

coagulado. Em seguida, foram acrescentados ao i-PRF coagulado, 1 mL de meio de cultura 

α-MEM (Gibco® - Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, Estados Unidos) aos poços 



que foram mantidos em estufa com 5% de CO2, a 37°C, por 72 horas. 

Após este período, o meio de cada poço foi aspirado e armazenado em tubos de 

microcentrífuga (Sigma - Aldrich®, Estados Unidos) a -20°C, para compor o meio de cultura 

enriquecido com i-PRF que foi utilizado nos experimentos.  

O meio de cultura enriquecido com i-PRF foi composto por 20% α-MEM com i-

PRF, 65% de α-MEM suplementado com antibióticos (Gibco® - Invitrogen, Life 

Technologies, Grand Island, Estados Unidos) e 15 % de soro fetal bovino (Cultilab® LTDA - 

Campinas, SP, Brasil), conforme descrito previamente em Thanasrisuebwong et al. (2020). 

 

Plaqueamento das células mesenquimais do ligamento periodontal (PDLSCs) 

 

As células do ligamento periodontal foram plaqueadas em microplacas de 24 

poços (Kasvi®, São José dos Pinhais, Paraná, Brasil) após atingirem a confluência de 80% 

do frasco de cultivo celular. Para isso, o meio de cultura foi removido, o frasco lavado com 

5 mL de solução tampão PBS, e adicionados 3 mL de tripsina - ácido 

etilenodiaminotetraacético a 0,25% (Gibco® - Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, 

Estados Unidos). O frasco de cultivo celular foi levado para a estufa de 5% CO2, a 37°C, 

por 5 minutos. Após a conferência do desprendimento das células da garrafa, por meio de 

avaliação em microscópio, foram adicionados ao frasco 6 mL de meio de cultura completo 

para inativar a tripsina, e o conteúdo foi colocado em tubo de centrífuga cônico de 15 mL 

(TTP®, Biosystems, Curitiba, PR, Brasil) e levado à centrífuga a 1200 rpm por 5 minutos 

(Centrífuga Labnet - HERMLE Z 300K, NJ, Estados Unidos).  

O sobrenadante após a centrifugação foi descartado, e o precipitado celular 

formado foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura completo. Para a contagem de 

células nos poços, foram coletados 5 µL de células ressuspendidas e colocadas em um 

tubo de microcentrífuga (Sigma - Aldrich®, Estados Unidos) com 45 µL de azul de tripan 

(Sigma - Aldrich®, Estados Unidos). Desta solução, 10 µL foram levados para a câmara de 

Neubauer para a visualização e contagem dos quadrantes com células por meio de 

microscopia de luz de fase invertida (Carl Zeiss® Microlimaging GmbH - Axiovert 40C, 

Alemanha). Foi calculada e obtida a média de células/poço, sendo que a quantidade de 

células dispensadas será de 2 x 105 células/poço, na placa de 24 poços, em duplicata 

técnica. Para os experimentos in vitro, foram utilizadas células nas passagens de 4 a 6. 

As células nas microplacas de 24 poços receberam inicialmente o meio completo, 

que permaneceu por 24 horas após o plaqueamento. Após esse período, as células 

receberam o meio de cultura de acordo com o grupo experimental (GC, A5, A10, G i, M5 e 

M10), e prosseguiram para os testes estabelecidos. 

 



Viabilidade celular (citotoxicidade)  

 

A determinação da viabilidade celular foi realizada em 07 dias de cultura celular de 

acordo com cada grupo experimental. Para isso, as células foram submetidas à avaliação 

quantitativa de células vivas após a exposição e incubação com o corante MTT [brometo 

de 3-4,5-dimetiltiazol] (Sigma Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e análise 

espectrofotométrica do corante incorporado. Alíquotas de MTT a 0.5 mg/mL em solução de 

PBS foram preparadas, procedendo-se em seguida à incubação das culturas primárias com 

esta solução por 4 horas a 37°C, em estufa contendo 5% de CO2. Após esse período, a 

solução de MTT foi removida e adicionados 500 µL da solução de DMSO (Dimethyl 

Sulfoxide Gibco® - Life Technologies, Baltimore, Estados Unidos) que permaneceu nos 

poços por 10 minutos em estufa de CO2, a 37°C. Em seguida, as microplacas de cada 

grupo experimental foram colocadas sob agitação por 10 minutos para solubilização 

completa do precipitado formado. Três alíquotas de 100 μL foram retiradas de cada um dos 

poços e transferidas para placa de 96 poços (CELLSTAR®, Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemanha) para medida colorimétrica em leitor de microplaca no comprimento de onda 570 

nm (Biotek® EL808IU, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, Estados Unidos) do MIB do 

ICT CSJC - UNESP. Os dados foram aferidos como absorbância e convertidos para 

porcentagem, sendo o grupo controle considerado 100%. 

 

Avaliação da atividade da fosfatase alcalina e conteúdo de proteína total 

 

A avaliação da atividade da fosfatase alcalina e do conteúdo de proteína total foram 

determinados após 10 dias de cultura celular.  

O teste foi realizado com o kit Fosfatase Alcalina referência 40 (Labtest 

Diagnóstica® S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) e os procedimentos conduzidos de 

acordo com as especificações do fabricante. Após a remoção do meio de cultura de cada 

placa dos grupos experimentais, os poços foram lavados três vezes com solução tampão 

PBS, e preenchidos com 150 µL de lauril sulfato de sódio a 0,1% (Sigma-Aldrich®, Merck 

KGaA, Darmstadt, Alemanha), para extração das proteínas. Foram preparadas duas placas 

de 96 poços para condicionar as amostras referentes a cada poço da placa de 24 poços 

dos testes de fosfatase alcalina e conteúdo de proteína total. Após 30 minutos, alíquotas 

de 5 µL foram distribuídas dos poços para a placa de 96 poços da fosfatase alcalina e 

aplicadas as soluções de acordo com o protocolo do fabricante. Na placa de 96 poços da 

proteína, além dos 5 µL de células de cada poço, foram acrescentados 50 µL da solução 

de Lowry (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e 50 µL de Folin e 

Ciocalteau (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) em cada poço. A 



absorbância de 590 nm para a fosfatase alcalina e 680 nm para a proteína foram avaliadas 

em espectrofotômetro (Biotek® EL808IU, Bio Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, Estados 

Unidos), no LEIC do ICT CSJC - UNESP. 

 

Quantificação de cálcio presente nos nódulos de mineralização  

 

A formação e quantificação de cálcio presente nos nódulos de mineralização de 

cada grupo experimental serão avaliadas aos 14 dias de cultura celular. Para tanto, as 

células aderidas ao poço da placa foram fixadas em solução de formol a 10% por 1 hora, 

em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram desidratadas com uma série 

gradual de álcool e coradas com vermelho de Alizarina S 2% (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemanha), 40 mM, pH 4,2, por 30 minutos.  

Para a quantificação do cálcio presente nas formações mineralizadas serão 

acrescentados 500 µL de ácido acético (10%), por 30 minutos, em agitação suave. Após 

este período serão acrescentados 500 µL de hidróxido de amônio (10%) em cada poço e 

incubação sob agitação, para neutralizar o ácido acético. Alíquotas de 200 µL de cada poço 

serão transferidas para a placa de 96 poços (CELLSTAR®, Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemanha) para a leitura em micro leitor de placa (Biotek® EL808IU, Bio Tek Instruments, 

Inc., Winooski, VT, Estados Unidos), em comprimento de onda de 405 nm, no LEIC do ICT 

CSJC - UNESP. 

 

Análise estatística 

 

Os dados obtidos em cada análise foram tabulados e submetidos à análise 

estatística. Inicialmente foi verificada a normalidade e igualdade de variâncias e, para a 

avaliação da viabilidade celular o teste estatístico aplicado foi ANOVA 1 fator. Para a avaliação 

da atividade da fosfatase alcalina e conteúdo de proteína total e quantificação de cálcio 

presente nos nódulos de mineralização, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Para todos os 

testes, o nível de significância foi de 5 %. 

 

RESULTADOS 

 

Viabilidade celular (citotoxicidade) 

 

Após 7 dias de cultura celular, os grupos experimentais foram submetidos ao teste 

de viabilidade celular.  

 



Figura 1 – Gráfico representativo da comparação intergrupos da viabilidade celular 

(citotoxicidade)  
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Legenda: ANOVA 1-fator e pós teste Tukey. Comparação intergrupos. Diferença estatística entre 
os grupos comparado ao Controle (*), ao grupo A 10 (●) e ao grupo I (◦), p < 0.05.  

 

Após a exposição das células ao agente citotóxico MTT, a viabilidade celular foi 

mensurada a partir da densidade óptica de cada poço da placa. A análise dos dados revelou 

que, para o grupo A10, a viabilidade celular foi maior em comparação ao grupo A5, e aos grupos 

com metronidazol M5 e M10 (p < 0.0001).  

Para o grupo I, a viabilidade celular foi maior em comparação aos grupos com 

antibióticos em diferentes concentrações (p < 0.0001).  

 

Avaliação da atividade da fosfatase alcalina e conteúdo de proteína total 

 

Após 10 dias de cultura celular, foram avaliados a atividade da fosfatase alcalina 

e o conteúdo de proteína total. 

 

Figura 2 - Gráfico representativo da comparação intergrupos da atividade da fosfatase 

alcalina 
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Legenda: Kruskal-Wallis e pós teste Dunn. Comparação intergrupos, p < 0.05.  

 

Os dados obtidos a partir da análise da atividade da fosfatase alcalina revelaram 

que não houve diferença estatística significante para a expressão de fosfatase alcalina 

(Figura 2). 

 

Figura 3 - Gráfico representativo da comparação intergrupos do conteúdo de proteína total 
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Legenda: Kruskal-Wallis e pós teste Dunn. Comparação intergrupos, p < 0.05.  

 

Assim como para a atividade da fosfatase alcalina, não houve diferenças 

intergrupos em relação à quantidade de proteína total entre os grupos (Figura 3).  

 

Quantificação de cálcio presente nos nódulos de mineralização  

 



No 14º dia de cultura celular foi realizada a avaliação da quantificação de cálcio 

presente nos nódulos de mineralização. 

 

Figura 4 - Gráfico representativo da comparação intergrupos da quantidade de cálcio 

presente nos nódulos de mineralização 
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Legenda: Kruskal-Wallis e pós teste Dunn. Comparação intergrupos. Diferença estatística entre 
os grupos comparado ao grupo I (◦), p < 0.05.  

 

A quantidade de cálcio presente nos nódulos de mineralização foi estatisticamente 

maior para o grupo I em comparação aos grupos A5 (p= 0.0075), M5 (p= 0.0006) e ao M10 

(p=0.0321), representados na Figura 4. 

 

DISCUSSÃO  

 

O foco atual de pesquisas em Periodontia tem envolvido o desenvolvimento e 

aplicação de tecnologias inovadoras baseadas em células, estruturas bioativas e 

biomiméticas (Liu et al., 2019, Farshidfar et al., 2022). Isso se deve ao fato de que as 

abordagens convencionais para o tratamento de doenças periodontais podem não promover 

uma resposta clínica satisfatória para o tratamento. Dessa forma, a utilização de antibióticos 

adjuvantes pode proporcionar benefícios clínicos adicionais em grupos de pacientes não-

responsivos (Szulc et al., 2018; Cosgarea et al., 2021). 

Os agentes antimicrobianos podem ser administrados tanto sistêmica quanto 

localmente (Jepsen et al., 2018), sendo que nessa forma algumas importantes vantagens 

foram relatadas, como a alta concentração do medicamento na região-alvo, redução dos 



efeitos colaterais e do risco de resistência bacteriana (Joshi et al., 2016) e proporcionando 

resultados positivos para o tratamento da periodontite (Szulc et al., 2018). 

Uma das maneiras para a aplicação local dos antimicrobianos é a utilização da fibrina 

rica em plaquetas injetável (i-PRF). Por ser um biomaterial inteiramente autólogo apresenta 

biocompatibilidade e biodegradabilidade, liberação contínua e lenta de fatores de crescimento 

derivados do sangue em sua composição (Wang et al., 2016; Choukroun et al., 2018; Dohle 

et al., 2018), como o fator de crescimento de fibroblastos (FGFs), endotelial vascular (VEGFs), 

transformadores (TGFs) e fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs). Esses 

fatores desempenham importante papel nas fases iniciais da cicatrização, atuando 

sinergicamente no local da ferida, e favorecendo o reparo tecidual (Choukroun et al., 2018; 

Dohle et al., 2018; Duan et al., 2018; Thetay et al., 2021). Além disso, foi constatada sua 

capacidade de liberação em longo prazo de fatores de crescimento (Miron et al., 2017) e de 

redução do processo inflamatório local induzido por lipopolissacarídeos bacterianos (Miron et 

al., 2023). 

Considerando a necessidade de entendimento da interação das células 

mesenquimais derivadas do ligamento periodontal (PDLSCs) ao i-PRF associado aos 

antimicrobianos, os resultados observados na avaliação da viabilidade celular após a 

exposição ao MTT, o grupo I apresentou maior quantidade de células viáveis em comparação 

aos grupos submetidos à associação do i-PRF aos antibióticos. Dentre os grupos com 

antimicrobianos, no grupo Amoxicilina 10 mg/mL (A10) a viabilidade celular foi maior em 

comparação com o grupo A5 e aos grupos com diferentes concentrações de metronidazol. 

Apesar da redução da viabilidade celular observada na associação do i-PRF aos antibióticos, 

especialmente com o metronidazol, a concentração de A10 apresentou resultados superiores 

comparado ao A5. Esse achado pode ser atribuído a diferenças na interação físico-química 

entre a amoxicilina e o i-PRF, favorecendo o grupo com maior concentração do medicamento.  

Para a avaliação da produção de fosfatase alcalina, importante proteína extracelular 

marcadora da diferenciação osteoblástica, não foram observadas diferenças entre os grupos 

experimentais. A ausência de diferença entre os grupos pode ser devido ao tempo reduzido 

de cultura adotado (10 dias). 

O estágio final após a diferenciação celular osteoblástica é a mineralização da matriz 

extracelular. A capacidade de diferenciação dessas células pode ser identificada pela 

deposição de íons cálcio revelados por meio da alizarina. Nos resultados referentes à 

quantificação de cálcio observamos que o grupo I apresentou índices maiores em 

comparação aos demais grupos, inclusive ao controle. Esse fenômeno pode ser justificado 

pela presença abundante de fatores de crescimento no i-PRF, os quais favorecem a 

osteogênese e a mineralização pelas células mesenquimais do ligamento periodontal. Além 

disso, pode-se inferir que a ausência de antibióticos preserva a atividade metabólica plena 



das células mesenquimais potencializando a quantificação de cálcio nos nódulos de 

mineralização. 

Em relação aos antibióticos e os resultados dos testes apresentados observamos 

que o metronidazol, em ambas as concentrações, apresentou um desempenho inferior a 

amoxicilina, especialmente a A10. Essas observações também foram constatadas no 

monitoramento do desenvolvimento da cultura celular. No entanto, devido à ausência de 

outros testes complementares, como a proliferação celular e a genotoxicidade, bem como de 

modelos experimentais semelhantes na literatura, não é possível elaborar conclusões 

assertivas. A utilização dessas concentrações foi estabelecida a partir de um estudo in vitro 

que determinou as concentrações inibitórias para os principais patógenos periodontais. 

 

CONCLUSÃO 

 

Considerando as limitações do presente estudo, podemos concluir que o i-PRF 

proporcionou benefícios para a cultura celular, principalmente em relação à presença de maior 

quantidade de nódulos de mineralização e na viabilidade celular, sendo um material promissor 

para a Odontologia. Além disso, novas concentrações dos antibióticos deverão ser 

pesquisadas e estabelecidas para que futuras avaliações in vitro sejam realizadas em busca 

de um sistema eficaz de liberação de antimicrobianos locais para o tratamento de doenças 

periodontais. 
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