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  RESUMO 
 

A perda do elemento dental, ou até mesmo a doença periodontal e sua 

consequente perda óssea, fazem com que estudos por estratégias e/ou 

materiais regeneradores sejam frequentes na odontologia, 

principalmente devido a busca incessante pela estética. Devido às suas 

características biológicas e mecânicas, o osso exige estratégias 

complexas para permitir a reconstituição da sua estrutura e função. 

Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar in vitro a 

biocompatibilidade de microesferas de PLGA contendo sinvastatina 

(SIN) para a obtenção de um biomaterial de preenchimento a ser 

utilizado na regeneração óssea. Para a realização desta pesquisa, outras 

três importantes etapas foram realizadas, sendo elas a produção, 

caracterização e esterilização das microesferas de PLGA com SIN 

encapsulada. As microesferas, com e sem SIN, foram produzidas através 

do método de simples emulsão e evaporação do solvente. A relação 

obtida e utilizada neste estudo entre fármaco e polímero foi de 0,03% 

m/m. A morfologia foi avaliada através da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e as amostras foram esterilizadas por meio do óxido 

de etileno para serem submetidas ao teste de citotoxicidade. A avaliação 

da citotoxicidade das microesferas de PLGA e PLGA+SIN foi realizada 

através do teste MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt]. 

Além disso, foram utilizadas linhagens de fibroblastos L929 (American 

Type Culture Collection, Manassas, VA, USA, 2593™), pré-

osteoblastos MC3T3-E1 subclone 4 (American Type Culture Collection, 

Manassas, VA, USA, 2593™) e células-tronco obtidas por cultura 

primária de tecido adiposo de bolas de Bichat. Os testes foram 



 

 

realizados em triplicata, utilizando placas de 96 cavidades, onde as 

células foram cultivadas a uma densidade de 2x104 por cavidade, e 

incubadas a 37 °C e 5% de CO2. Os tempos experimentais foram de 1, 3 

e 7 dias. Os resultados obtidos foram promissores, uma vez que tanto as 

amostras com SIN, quanto as sem SIN não foram tóxicas às células 

testadas. Portanto, pode-se sugerir que estas são promissoras 

ferramentas para estudos futuros de diferenciação osteogênica. 

  

Palavras-chave: PLGA 1. Sinvastatina 2.  Microesferas 3. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The loss of a dental element, or even periodontal disease and its 

consequent bone loss, demand that studies involving strategies or 

regenerative materials be frequent topics in dentistry, mainly due to the 

patients incessant appeal for esthetics. Because of its biological and 

mechanical characteristics, bone tissue requires complex strategies to 

allow reconstitution of its structure and function. In this sense, the aim 

of this study was the evaluation of the in vitro biocompatibility of 

PLGA microspheres containing simvastatin to obtain a filling 

biomaterial to be used in bone regeneration. For the accomplishment of 

this research, three other important steps were carried out: the 

production, characterization and sterilization of the PLGA microspheres 

with encapsulated simvastatin. The microspheres, with and without 

simvastatin, were produced by the simple method of emulsion and 

evaporation of the solvent. The proportion between drug and polymer 

obtained and used in this study was 0,03% m/m. Their morphology was 

obtained by scanning electron microscopy and the samples were 

sterilized by ethylene oxide, in order to be submited through the 

cytotoxicity test. The cytotoxicity of the PLGA and PLGA+Simvastatin 

microspheres were evaluated by the MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner 

salt] test. Besides that, strains of L929 fibroblasts (American Type 

Culture Collection, Manassas, VA, USA, 2593™), MC3T3-E1 subclone 

4 pre-osteoblasts (American Type Culture Collection, Manassas, VA, 

USA, 2593™) and stem cells obtained by primary adipose tissue culture 

from Bichat balls were used. Tests were performed in triplicate, using 



 

 

plates of 96 cavities, where the cells were cultured at a density of 2x10⁴ 

per cavity, and incubated at 37°C (98,6°F) and 5% of CO². Experimental 

times were of 1, 3 and 7 days. The results obtained were promising, 

since both samples (with and without simvastatin) were not toxic to the 

cells tested. Thus, it can be argued that they are promising instruments 

for future studies on osteogenic differentiation. 

 

Keywords: PLGA 1. Simvastatin 2. Microspheres 3.  
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA  

O processo alveolar é uma estrutura dependente do dente, que 

se desenvolve simultaneamente à sua erupção. Após a perda 

dentária, o processo alveolar, que agora se pode designar de crista 

óssea pós-extração, sofre uma inevitável atrofia, pela inexistência de 

suporte nutritivo proveniente do ligamento periodontal, que ocorre 

tanto em altura como em largura, e que varia de pessoa para pessoa 

(PIETROKOVSKI e MASSLER, 1967; LEKOVIC et al., 1997; 

CARDAROPOLI, ARAUJO e LINDHE, 2003; SCHROPP et al., 

2003; ARAUJO e LINDHE, 2005). Em uma revisão sistemática 

feita por Van Der Weijden e colaboradores em 2009, conclui-se que 

no período pós-extração dentária há uma perda dimensional do 

alvéolo, sendo a perda em largura maior que a em altura, clínica e 

radiograficamente (VAN DER WEIJDEN, DELL'ACQUA e SLOT, 

2009). É importante saber também que, a perda de osso alveolar 

pode ocorrer antes mesmo da extração dentária, por doença 

periodontal, patologia periapical ou trauma em dentes e ossos 

(SCHROPP et al., 2003). 

Esta remodelação que o tecido ósseo sofre após a perda 

dentária, poderá, muitas vezes, dificultar ou, até mesmo, impossibilitar a 

reabilitação com implantes osseointegráveis (OLIVEIRA, 2016). Se 

nada for realizado para compensar a inevitável perda óssea, o indivíduo 

em questão poderá sofrer prejuízos funcionais e estéticos. Como tal, 

para reabilitar pacientes edêntulos, possuidores de rebordos ósseos 

atróficos, há a necessidade de recorrer a procedimentos de reconstrução 

óssea (CHIAPASCO, CASENTINI e ZANIBONI, 2009).  
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Atualmente, existe uma crescente demanda pela estética na 

Odontologia. Por esse motivo, é importante conseguir uma manutenção 

de volume ósseo adequado no local a se restaurar (GRUNDER, 

GRACIS e CAPELLI, 2005). Esta necessidade que existe em lançar 

mão de estratégias que compensem a contração da crista óssea já está 

bem descrita na literatura. Uma revisão sistemática realizada por 

Vignoletti e col. (2012) concluiu que o uso de biomateriais como 

substitutos ósseos no alvéolo pós-extração resultam na menor contração 

da crista óssea, sem apontar o uso de um biomaterial específico 

(VIGNOLETTI et al., 2012). 

O substituto ósseo ideal não deve apenas estimular nova 

formação óssea e promoção da neovascularização, mas também deve ter 

baixa taxa de substituição para manter a estabilidade do volume durante 

a remodelação em curso ao longo do tempo (BROGGINI et al., 2015). 

Quando se pretende obter uma maior estabilidade de volume nas regiões 

enxertadas deve-se optar por biomateriais que possuam uma taxa lenta 

de reabsorção como os xenógenos ou os cerâmicos (JUNG et al., 2013; 

ARAUJO et al., 2015; BROGGINI et al., 2015). 

As propriedades desejáveis dos biomateriais, quando utilizados 

em procedimentos de regeneração óssea associado à colocação de 

implantes, sujeitos a cargas estáticas e dinâmicas são: 

biocompatibilidade; condutividade e/ou indutividade na cicatrização da 

região cirúrgica; homeostasia dos tecidos periimplantares; completa 

ausência de antigenicidade; o biomaterial deve servir como um 

arcabouço para crescimento capilar (tecidual); e substituição por tecido 

ósseo neoformado (LEMONS, 2004). 
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Enxertos de osso autógeno, apesar de considerado excelente 

escolha para procedimentos regenerativos, por ser o único material a  ter 

os três mecanismos de formação óssea (osteoindução, osteocondução e 

osteogênese), apresentam algumas desvantagens, tais como limitada 

disponibilidade, morbidade da área doadora e tendência à reabsorção 

parcial (VALENTINI et al., 1998; WANG, 2003; MCALLISTER e 

HAGHIGHAT, 2007). Motivos estes, que nos levam a estudar 

biomateriais alternativos para preencher esta lacuna ou até mesmo 

somar a essas limitações, uma vez que a evidência científica não é 

explícita no que diz respeito ao tipo de biomaterial ou abordagem 

cirúrgica a serem usados (VIGNOLETTI et al., 2012). 

Frente as dificuldades encontradas na técnica de obtenção do 

osso autógeno, têm sido criadas constantemente alternativas de 

biomateriais de enxerto ósseo em diversas apresentações (HAMMERLE 

e KARRING, 1998; CORDEIRO et al., 2008; SAKAI et al., 2010). 

Dentre esses produtos, encontra-se o copolímero Poli L-ácido láctico-

co-glicólico (PLGA), um polímero sintético, biorreabsorvível, 

biocompatível, com excelentes propriedades físico-químicas, sendo um 

bom material osteocondutor (GOMEZ et al., 2006; LANSMAN et al., 

2006; MOTTA e DUEK, 2006).  

O PLGA tem aplicação clínica diversificada, seja na medicina, 

farmacologia ou odontologia, onde tem sido mais usado como 

arcabouço de osseo e membranas (MOTTA e DUEK, 2006), em função 

de suas características como: biocompatibilidade, degradação e 

reabsorção em meio aquoso (SCHALDACH, 2000). O uso de 

microesferas de PLGA tem sido reportado como sistemas de dispersão 

de fármacos e em procedimentos regenerativos (BAO et al., 2011). Uma 
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vez que não possui proteínas ósseas morfogenéticas (BMP) e portanto 

não são capazes de induzir a célula mesenquimal indiferenciada, 

presente na área receptora, a se transformar em uma célula formadora de 

osso, um osteoblasto. O uso das proteínas morfogenéticas exógenas 

(rhBMP-2) como fatores de crescimento na regeneração óssea se 

apresenta como uma alternativa de tratamento, embora seja de custo e 

risco elevados (MOTTA e DUEK, 2006). 

A utilização de uma dosagem única de rhBMP-2 exógena tem 

sido questionada por não induzir o estímulo adequado à osteoindução, 

devido à sua rápida meia vida,  principalmente quando existem grandes 

defeitos ósseos ou quando o potencial biológico do hospedeiro está de 

alguma forma comprometido (DRAGOO et al., 2003; JUNG, THOMA 

e HAMMERLE, 2008) e por ser requerido uma quantidade seis vezes 

maior que a BMP endógena (SERVICE, 2000), além de ser uma 

modalidade de tratamento que apresenta alto custo e riscos, dentre eles 

destacam-se a falta de controle na atuação desses fatores (devido à 

cinética de liberação complexa), o uso de dosagens não fisiológicas, a 

duração da expressão dos genes, imunogenicidade e segurança a longo 

prazo, o que exige cautela na sua utilização (BODEN, 1999; 

CASAGRANDE et al., 2011; RIOS et al., 2011). 

Por esses motivos, têm-se procurado outras alternativas com 

menores custos e riscos, que sejam capazes de promover a osteoindução, 

regulando favoravelmente os fatores de crescimento intrínsecos e 

conseguindo, assim, realizar a osteogênese e associá-los a substitutos 

osteocondutores, sem que haja prejuízo para a efetividade da 

regeneração óssea. 
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Como alternativa osteoindutora, têm-se estudado e utilizado as 

estatinas, que já são aprovadas pela Food and Drug Administration 

(FDA), tão comumente usadas para diminuição do colesterol e com 

custo reduzido 16.000 vezes frente às rhBMP-2, devido sua fácil 

sintetização (MUNDY et al., 1999). As estatinas são moléculas 

menores, estáveis, não susceptíveis à degradação proteolítica. Elas são 

responsáveis pela diminuição da síntese do colesterol e a sua ampla 

utilização deve-se à sua capacidade de inibir a redutase da 3-hidroxi-3-

metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), bloqueando a conversão do 

HMG-CoA em mevalonato e impedindo, assim, a síntese do colesterol 

endógeno (ZHANG, DRICU e SJOVALL, 1997). Porém, uma alta 

concentração local de estatinas pode ser tóxica devido à redução drástica 

da produção de colesterol, substância importante na manutenção da 

integridade das membranas celulares (WHANG et al., 2005). 

A redução dos níveis de colesterol é acompanhada de efeitos 

benéficos secundários, designados pleiotrópicos, acompanhados por 

numerosos efeitos cardioprotetores, que afetam quase todo o processo 

de aterogênese, desde a injúria endotelial inicial até a progressão e 

reparo das lesões de aterosclerose, além de influenciar a agregação 

plaquetária e a deposição de trombos (LACOSTE et al., 1995; DUBUC 

et al., 2004). Destacam-se ainda sua ação anti-inflamatória e 

antioxidante (SAKODA et al., 2006; NAKA et al., 2008), a supressão 

da ativação de linfócitos T (KWAK et al., 2000), o estímulo à 

angiogênese (KUREISHI et al., 2000) e a redução dos peptídios 

amiloides relacionados ao mal de Alzheimer (FASSBENDER et al., 

2001; KOJRO et al., 2001). 
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A SIN, forma mais estudada das estatinas, foi descrita pela 

primeira vez como estimulador da formação óssea in vivo por Mundy et 

al. em 1999, ao ser injetada subcutaneamente na calvária de ratos. Além 

de obterem aumento na largura óssea, houve também aumento do 

volume de osso esponjoso na tíbia quando administrada oralmente. Seu 

efeito aumentou o nível de expressão de BMPs nas células ósseas e 

estimulação da formação óssea (MUNDY et al., 1999; MAEDA et al., 

2001; OHNAKA et al., 2001; SUGIYAMA et al., 2005; MACIEL-

OLIVEIRA, BRADASCHIA-CORREA e ARANA-CHAVEZ, 2011). 

Maciel-Oliveira et al. (2011) avaliaram o uso de sinvastatina em 

um gel de polietilenoglicol contendo 2,5 % de sinvastatina em defeitos 

ósseos criados na mandíbula de ratos. Devido ao diâmetro favorável 

(0,8mm) o preenchimento do defeito ocorreu nos grupos com e sem 

tratamento. Porém, observou-se uma formação óssea mais rápida nos 

defeitos tratados com sinvastatina, que apresentaram tecido ósseo 

neoformado com um aspecto mais organizado, além da ausência de 

osteoclastos (MACIEL-OLIVEIRA, BRADASCHIA-CORREA e 

ARANA-CHAVEZ, 2011). 

Um estudo in vitro, mostrou também que as estatinas são 

capazes de inibir a reabsorção óssea por meio da supressão da cascata 

do mevalonato, bloqueando moléculas essenciais a atividade 

osteoclástica (STAAL et al., 2003), como demonstrado em um estudo 

realizado por Moon et al. (2011), em que inibiu a sinalização induzida 

pelas espécies reativas de oxigênio (ROS) o que, por sua vez, acarretou 

na inibição de formação de osteoclastos, que é induzida pela cascata do 

ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) (MOON 

et al., 2011). Entretanto, promove diferenciação osteoblástica e 
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mineralização pela mediação da expressão de diversos fatores de 

crescimento críticos à regulação da função dos osteoblastos e o aumento 

na produção de matriz óssea proteica (MAEDA, KAWANE e 

HORIUCHI, 2003; MAEDA et al., 2004; RUIZ-GASPA et al., 2007). 

A sinvastatina tem sido alvo de diversos estudos na área da 

Odontologia como possível alternativa aos materiais usados para 

regeneração óssea. Em um modelo de ratos ovarioctomizados tratados 

com sinvastatina, ela mostrou diminuir a perda de osso esponjoso e 

aumentou a formação de osso cortical (OXLUND e ANDREASSEN, 

2004).  

A maior limitação à sua aplicação clínica é o meio apropriado 

de entrega e liberação. A engenharia tecidual tem encontrado algumas 

dificuldades, dentre elas a busca pela dose ideal e o meio apropriado de 

entrega e liberação da sinvastatina. Ultrapassadas estas dificuldades, 

mais fácil será a sua aplicabilidade clínica na Odontologia (OLIVEIRA, 

2016), uma vez que baixas doses não têm impacto na formação óssea, 

enquanto que altas dosagens levam a uma alta citotoxicidade e 

estimulação do processo inflamatório, atrasando o reparo tecidual 

(THYLIN et al., 2002; STEIN et al., 2005; NYAN et al., 2007). Outro 

estudo mostrou que, quando as dosagens administradas, em 

experimentos in vitro e in vivo, são altas e os níveis de sinvastatina são 

tóxicos, são observados efeitos antiangiogênicos. Quando as dosagens 

são baixas, correspondendo aos níveis fisiológicos encontrados na 

prática clínica, observou-se um efeito pró-angiogênico (WEITZ-

SCHMIDT, 2002). 

As formas de administração da sinvastatina podem variar, 

geralmente são por via oral, injeções múltiplas em lesões e aplicação 
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local em materiais específicos. Quando administrada por via oral, a 

maior parte da sua degradação ocorre a nível hepático, ficando apenas 

uma pequena parte disponível para atuação no tecido ósseo. Service 

mostrou que quando a administração de uma estatina é feita por via oral, 

a sua concentração disponível nos tecidos é menor que 2,4% 

(SERVICE, 2000), sendo uma concentração insuficiente para estimular 

a formação óssea em defeitos periimplantares (JADHAV e JAIN, 2006; 

MA et al., 2008). Uma opção é injetar sinvastatina diretamente no local 

de ação, em fraturas ou defeitos, porém, são ineficientes devido ao seu 

baixo peso molecular e consequentemente difusão acelerada, requerendo 

injeções repetidas para obter o efeito desejado, o que não é indicado 

visto que altas concentrações locais podem ser tóxicas devido à drástica 

redução na produção de colesterol, importante substância que mantem a 

integridade das membranas celulares (WHANG et al., 2005). Além 

disso, a administração sistêmica do fármaco pode resultar em sérios 

efeitos colaterais ao organismo devido sua degradação hepática 

(KHEIRALLAH e ALMESHALY, 2016). 

Tal como os fatores de crescimento, a sinvastatina requer um 

meio condutor adequado que controle a sua liberação local, de modo a 

permitir a neoformação óssea sem danos aos tecidos. A aplicação local 

incorporada a materiais específicos como um meio condutor para 

controlar a sua liberação, concentração local e efetividade, dependem do 

tipo de carreador utilizado (LIMA, CALIXTO e ANBINDER, 2011). 

Diversos estudos têm sido testados com diferentes tipos de 

carreadores, como a como a gelatina (OZEC et al., 2007), o PLGA (WU 

et al., 2008), as nanopartículas adicionadas ao PLGA (HO et al., 2011), 

sulfato de cálcio (NYAN et al., 2007) e o beta tricálcio fosfato (NYAN 



26 

 

et al., 2009), os quais têm demonstrado potencial em aumentar a 

formação óssea (PARK, 2009). A grande disparidade de resultados 

observada entre estudos que utilizam doses idênticas de sinvastatina 

pode ser devido à grande diversidade de tipos de carreador utilizados 

(OLIVEIRA, 2016). Stein e colaboradores, em 2005, utilizaram 0,1 mg 

de sinvastatina incorporada num gel de metilcelulose em mandíbulas de 

ratos e não observaram qualquer estimulação de formação óssea (STEIN 

et al., 2005). Já Nyan e colaboradores, em 2009, reportaram que a 

mesma dose de 0,1 mg de sinvastatina, quando em combinação com β-

tricálcio fosfato (β-TCP), é a ideal para estimular a formação de tecido 

ósseo em defeitos de calvárias de ratos, sem induzir inflamação, 

podendo ser utilizada de forma eficaz como material de regeneração 

óssea. Quando foram utilizadas dosagens superiores a 2,2 mg houve 

uma exacerbação do processo inflamatório e inibição da formação óssea 

(NYAN et al., 2009). Outro estudo mostrou que a administração local 

de 0,1, 0,9 e 1,7 mg de sinvastatina, incorporada em um enxerto de β-

TCP, teve um efeito prejudicial no reparo ósseo de defeitos peri-

implantares em ratos (MA et al., 2008). 

Em um estudo realizado por Huang et al. (2014), a utilização de 

sinvastatina incorporada em arcabouços de sulfato de cálcio apresentou 

efeitos benéficos na regeneração óssea em ulnas de coelhos, 

semelhantes aos obtidos com rhBMP2, demonstrando, assim, um 

material com grande potencial para a engenharia tecidual óssea 

(HUANG, HUANG e LI, 2014). 

Quando utilizada sob a forma de grânulos incorporados numa 

matriz de celulose polimérica, a sinvastatina promoveu uma maior 

neovascularização e demonstrou aumentar a osseointegração de 
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implantes imediatos, instalados em cães (MANSOUR, AL ASHWAH e 

KOURA, 2014). 

O PLGA produzido sob o formato de microesferas tem sido 

amplamente utilizado como sistema carreador de fármacos e em 

aplicações médicas regenerativas, principalmente devido a sua 

biocompatibilidade, degradação e fácil fabricação. A sinvastatina 

encapsulada por microesferas de PLGA, quando adquiridas pelo método 

de simples emulsão/dupla emulsão e evaporação do solvente, apresenta 

alta eficácia de encapsulamento do fármaco e sua característica de 

biodegradação permite uma lenta liberação da droga por até um mês 

(BAO et al., 2011; NAITO et al., 2014; GENTILE et al., 2016; 

MASAELI et al., 2016). No estudo in vitro realizado por Bao et al. 

(2011), microesferas de PLGA com SIN não inibiram o metabolismo 

celular em relação ao grupo controle e ainda indicaram maior atividade 

das células, o que permite seu uso como carreador na regeneração do 

tecido ósseo. Naito et al. (2014), realizou um estudo in vivo e confirmou 

que as microesferas contendo sinvastatina aumentaram 

significativamente a formação óssea no defeito de tamanho crítico da 

calvária do coelho. 

Muitos estudos a respeito de microesferas de sinvastatina 

encapsuladas por microesferas de PLGA e sua efetividade, tanto in vitro 

quanto in vivo, na regeneração óssea tecidual quando incorporadas a um 

arcabouço, de diferentes composições existem (NANDAGIRI et al., 

2012; NATH et al., 2014; ZHANG et al., 2015; GENTILE et al., 2016), 

enquanto que praticamente não se tem estudos sobre a utilização das 

microesferas de PLGA com sinvastatina fora de arcabouços de 

substitutos ósseos.  
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Em 2013, Tai e colaboradores, encapsularam sinvastatina em 

microesferas de PLGA com hidroxiapatita e concluíram, através de 

estudo in vivo, que essa formulação pode ser usada como agente 

osteoindutor por terem estimulado a formação de calo ósseo e 

neovascularização. Ferreira et al. (2015) utilizaram esse material (na 

concentração de 2,5% de sinvastatina) para preencher defeitos ósseos 

criados na calvária de ratos e o recobriram com uma membrana de 

PLGA. Após 60 dias, os defeitos apresentaram cicatrização óssea quase 

completa com a presença de matriz óssea organizada e madura, além de 

mostrar a interação entre o biomaterial e o tecido circundante onde 

células estabeleceram íntimo contato com as microesferas. O reparo de 

defeitos ósseos em ratos foi melhor e mais rápido com o uso da 

sinvastatina encapsulada por microesferas de PLGA. 

 Terukina e colaboradores (2016) avaliaram a liberação da 

sinvastatina encapsulada por micro e nanoesferas de PLGA. No estudo 

in vivo, em defeitos criados na calvária de ratos, ambos os materiais 

promoveram formação óssea, porém o comportamento das microesferas 

foi superior ao das nanoesferas. O estudo demonstrou que a liberação do 

fármaco foi mais lenta nas microesferas (1 mês) do que nas nanoesferas 

(1 semana) e que somente as microesferas tiveram efeito na proliferação 

de células pré-osteoblásticas de linhagem de ratos.  

A regeneração óssea é tema de grande interesse dentro da 

odontologia, já que grande parte dos indivíduos que buscam por 

tratamentos reabilitadores por meio de próteses dentárias sobre 

implantes tem espessura e altura óssea reduzida decorrente da perda 

dental prévia. Tendo em vista que ainda não existe um consenso sobre o 

uso das microesferas de PLGA contendo sinvastatina para a regeneração 
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óssea, buscou-se por meio deste trabalho dar continuidade aos estudos 

realizados pelo nosso grupo de pesquisa, onde a sinvastatina e PLGA 

são objetos de estudo e, foram estes estudos realizados previamente, que 

nos levaram a trabalhar com microesferas de 0,03% de concentração. 

Espera-se avaliar o comportamento biológico in vitro das microesferas 

contendo SIN e PLGA, fabricadas pelo processo de simples emulsão e 

evaporação do solvente, bem como avaliação da sua citotoxicidade em 

linhagens de fibroblastos L929, osteoblastos MC3T3-E1 e em células-

tronco mesenquimais de tecido adiposo de bolas de Bichat (CTAB). 

Objetiva-se obter resultados que colaborem com a construção do 

conhecimento para, em longo prazo, viabilizar a aplicação desse 

biomaterial na odontologia, mais especificamente, como regenerador de 

tecido ósseo. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar o comportamento biológico de microesferas (MPS) de PLGA 

contendo sinvastatina, através do teste de citotoxicidade. 

 
 

2.2 Objetivos Específicos 
 

1) Avaliar a citotoxicidade de MPS de PLGA+SIN em linhagem 

de fibroblastos L929, em 1, 3 e 7 dias. 

 

2) Avaliar a citotoxicidade de MPS de PLGA+SIN em linhagem 

de osteoblastos MC3T3-E1, em 1, 3 e 7 dias. 

 

3) Avaliar a citotoxicidade de MPS de PLGA+SIN em células-

tronco mesenquimais do tecido adiposo de bolas de Bichat, em 

1, 3 e 7 dias. 
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3. METODOLOGIA 
 

3.1 Materiais 

PURASORB PDLG 5002 (DL – lactide/Glycolide copolymer) 

(50L:50G) foi adquirido da PURAC biochem bv Gorinchem. 

Sinvastatina (98% HPLC) foi obtida da AK Scientific, Califórnia, USA. 

Álcool polivinílico (PVA) foi adquirido da Sigma-Aldrich, Canadá. 

Tampão salina-fosfato (PBS – 9,88 g/L, ph 7,4) foi comprado da Kasvi, 

Brasil. Clorofórmio p.a. (99,9% HPLC) foi obtido da Vetec, Brasil. 

 

3.2 Síntese das microesferas  

As microesferas de PLGA com SIN foram produzidas no 

Núcleo de Pesquisa em Materiais Cerâmicos e Compósitos - 

CERMAT/UFSC pelo método de simples emulsão e evaporação do 

solvente (O/W). Inicialmente, 4,45 g de PLGA foram dissolvidos em 

178 ml de clorofórmio CHCl3 numa concentração de 5% m/m, sob 

agitação constante até sua total dissolução. Então 1,49 mg de SIN foram 

adicionadas à solução para obtenção da relação de 0,03% m/m entre 

fármaco e polímero (fase interna). A solução obtida foi gotejada 

lentamente em 1650 ml de água destilada contendo PVA dissolvido a 

1% (fase contínua), sob agitação vigorosa de 800 rpm em agitador 

magnético em temperatura de 21 °C. Para completa evaporação do 

solvente, a mistura foi mantida sob agitação constante por uma noite. As 

amostras foram coletadas por decantação, lavadas três vezes com água, 

secas e armazenadas em temperatura de 21 °C por 24 horas. A síntese 

das microesferas de PLGA ocorreu de igual maneira, no entanto não foi 

adicionada a primeira solução SIN. 
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3.3 Caracterização das microesferas 

A amostra foi montada em blocos de alumínio, recobertas com ouro e 

então, sua morfologia foi analisada por microscópio eletrônico de 

varredura (JEOL JSM-6390LV, USA), a 10 kV. O tamanho das 

micropartículas foi determinado por difração a laser (Mastersizer 2000, 

Malvern Instrument Ltd., UK). A SIN, o PLGA e a SIN incorporada às 

microesferas foram caracterizadas por espectrometria de infravermelho 

transformada de Fourier (FTIR Spectrometer Cary 600 Series, Agilent 

Technologies, USA). 

 

3.4 Esterilização das amostras para avaliação da citoxocidade 

As amostras de ambos os grupos, teste (PLGA + SIN) e 

controle (PLGA), foram esterilizadas por meio de óxido de etileno, 

conforme é sugerido na literatura para realização de testes de 

citotoxicidade (FRANÇA et al., 2013), pela empresa STERILAB 

(Curitiba, Brasil). 

 

3.5 Linhagens celulares e meios de cultura 

O meio de cultura é constituído de nutrientes (vitaminas, 

proteínas, fatores de crescimento, etc.) necessários para o crescimento 

celular e mantém o pH e a osmolaridade compatíveis com a viabilidade 

celular. A regulagem da temperatura e dos níveis de O2 e CO2 da 

incubadora deve ser realizada a 37 °C e 5% de CO2, pois o CO2 

influencia também na proliferação celular através da participação na 

biossíntese das bases púricas e pirimídicas.  

As seguintes linhagens celulares foram utilizadas neste estudo: 
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3.5.1 Fibroblastos L929 (ATCC, Manassas, VA, USA, 

2593™) 

O meio de cultura celular utilizados foi DMEM com alta 

concentração de glicose (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 

GibcoTM, Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos), 

adicionado de 10% de soro fetal bovino (SFB, GibcoTM, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) e 1% de solução 

de penicilina/estreptomicina (PS, GibcoTM, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, Estados Unidos), para permitir a manutenção e 

proliferação das células em cultura. 

 

 

Figura 1. Fibroblastos da linhagem L929. 
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3.5.2 Osteoblastos MC3T3-E1 subclone 4 (ATCC, Manassas, 

VA, USA, 2593™) 

O meio de cultura celular utilizado foi o αMEM modificado 

(modified Eagle’s medium, Nutricell, SP, Brasil) adicionado de 

10% de soro fetal bovino (SFB, GibcoTM, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, Estados Unidos) e 1% de solução de 

penicilina/estreptomicina (PS, GibcoTM, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, Estados Unidos), para permitir a manutenção e 

proliferação das células em cultura. 

 

 

Figura 2. Osteoblastos da linhagem MC3T3-E1 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

3.5.3 Células-tronco mesenquimais do tecido adiposo de 

bolas de Bichat (CTAB) 

DMEM (Gibco™, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) 

adicionado de 10% de soro fetal bovino (SFB, GibcoTM, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) e 1% de solução 

de penicilina/estreptomicina (PS, GibcoTM, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, Estados Unidos) foi utilizado. 

 

 

Figura 3. Células tronco mesenquimais de tecido adiposo de bolas de 

Bichat (cultura primária). 
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3.6 Teste de citotoxicidade 

 

A citotoxicidade das microesferas de PLGA e PLGA+SIN foi 

avaliada através do teste colorimétrico de MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, 

inner salt]. Os testes foram realizados em triplicata, utilizando placas de 

96 cavidades, onde as linhagens celulares supracitadas foram cultivados 

a uma densidade de 2x104 por cavidade, a 37 °C e 5% de CO2. Os 

tempos experimentais foram de 1, 3 e 7 dias. 

Para a cultura celular, as células foram semeadas nas placas e 

incubadas por 24 h. Após as 24 h de crescimento, foram acrescidas as 

microesferas de PLGA e PLGA+SIN, com exceção ao grupo de controle 

celular.  

O teste utilizado parte do princípio de conversão do brometo de 

3-(4,5-dimetiltazolin-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). A essência do 

método é medir a redução (ou alteração) de um líquido amarelo para um 

sal formazano de cor roxa (na forma de cristais insolúveis). A reação 

prossegue graças à succinato desidrogenase mitocondrial em células 

vivas e metabolicamente ativas. Se as células são danificadas pelo fator 

testado, a reação é menos intensa ou pode não ocorrer, o que pode ser 

visto na mudança de cor e na determinação espectrofotométrica de 

absorbância (densidade óptica). A densidade óptica corresponde ao 

número de células sobreviventes incubadas no meio de teste. 

Após os períodos experimentais, as microesferas foram 

removidas das placas e os grupos celulares foram observados através de 

microscópio de luz invertida para avaliar quantidade e formato celular. 

O meio foi gentilmente removido e as cavidades foram lavadas duas 

vezes com PBS. Após, 100 μl de meio acrescidos de 20 μl de solução de 
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MTS foram dispensados sobre as cavidades e incubados por 2 horas e 

30 minutos. As absorbâncias foram medidas por espectrofotômetro 

(Infinite M200, TECAN, Áustria GmbH, Grödig, Áustria) a um 

comprimento de onda de 490 nm, e as porcentagens de células viáveis 

foram calculadas em relação aos controles. 

 

 

       

Figura 4. Placa de 96 cavidades, onde foram semeadas as células 

(L929, MC3T3-E1 e CTAB) e adicionadas as microesferas. 
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Figura 5. Após os períodos experimentais, foi adicionada a solução 

MTS para realização do teste colorimétrico. Observe a coloração 

amarelada do MTS antes da reação. 

 

 

 

 

 
 

Figura 6.  Placa após determinação espectrofotométrica de 

absorbância. Observe a coloração vermelho-arroxeada do MTS após a 

reação. 
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4. RESULTADOS 
 

A citotoxicidade das microesferas sem sinvastatina e com 

sinvastatina a 0,03% foi avaliada através do teste colorimétrico MTS, 

sendo que as porcentagens das células viáveis foram calculadas em 

relação ao controle positivo (meio de cultura e células, sem interferência 

amostral). Os resultados estão expostos em gráficos de porcentagens da 

média ± desvio padrão (Figuras 7 a 9).  

Analisando os valores obtidos através da leitura das 

absorbâncias, é possível verificar que o controle positivo do grupo de 

fibroblastos L929 se manteve, praticamente, constante durante os 

tempos experimentais de 1, 3 e 7 dias, resultado bastante semelhante ao 

obtido no grupo com as amostras de microesferas com SIN, enquanto 

que o grupo com as amostras contendo microesferas sem SIN aumentou 

consideravelmente no terceiro dia e teve uma pequena redução após sete 

dias. Entretanto, é importante ressaltar que o desvio padrão foi 

acentuado para o terceiro dia, onde pode-se antever uma maior 

discrepância entre as amostras testadas (triplicata). Ainda assim, 

manteve resultado levemente superior ao apresentado no primeiro dia de 

cultura celular (Figura 7). 

Nas leituras referentes aos testes realizados com o grupo celular 

MC3T3-E1, foi possível verificar uma constância dos valores 

apresentados pelo grupo controle, sendo o valor do desvio padrão no 

sétimo dia levemente acentuado. Deste mesmo grupo celular, as 

microesferas com SIN, apresentaram comportamento semelhantes nos 

dias 1 e 3 de experimento e leve redução no dia 7, mas mantendo-se 

acima daquilo que é considerado biocompatível (70%). Os grupos que 

estavam acrescidos de microesferas sem SIN, tiveram uma pequena 
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redução da porcentagem no terceiro dia e se mantiveram assim até o dia 

7. É importante ressaltar também, que o desvio padrão deste grupo foi 

mais acentuado no primeiro dia de leitura dos resultados. 

Os testes com CTAB apresentaram pequena variação nos 

valores obtidos pelo grupo controle nos tempos experimentais de 1, 3 e 

7 dias. Os grupos com amostras de microesferas com SIN e sem SIN 

apresentaram aumento em relação a primeira leitura dos resultados, 

sendo no grupo sem SIN um crescimento levemente progressivo e com 

desvio padrão pouco maior no primeiro e sétimo dia. O grupo com SIN 

apresentou um desvio padrão muito pequeno durante os tempos 

experimentais. 

Os testes realizados com todos os grupos celulares obtiveram 

resultados promissores, onde as amostras testadas não foram tóxicas às 

células. 
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Figura 7. Valores expressos em porcentagem das médias ± desvio 

padrão da absorbância (490nm) para a citotoxicidade apresentada pelas 

microesferas com e sem sinvastatina sobre fibroblastos L929 após os tempos 

experimentais de 1, 3 e 7 dias (d1, d3 e d7). 
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Figura 8. Valores expressos em porcentagem das médias ± desvio 

padrão da absorbância (490nm) para a citotoxicidade apresentada pelas 

microesferas com e sem sinvastatina sobre osteoblastos MC3TE-E1 após os 

tempos experimentais de 1, 3 e 7 dias (d1, d3 e d7). 
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Figura 9. Valores expressos em porcentagem das médias ± desvio 

padrão da absorbância (490nm) para a citotoxicidade apresentada pelas 

microesferas com e sem sinvastatina células tronco de tecido adiposo de bolas 

de Bichat (CTAB) após os tempos experimentais de 1, 3 e 7 dias (d1, d3 e d7). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, microesferas de PLGA+SIN foram sintetizadas e 

submetidas ao teste de avaliação da citotoxicidade em linhagens de 

fibroblastos L929, como recomendado pela ISO 10993-5, pré-

osteoblastos murinos MC3T3-E1 e CTAB, obtidos por cultura primária. 

A avaliação das amostras foi feita em diferentes tempos experimentais 

(1, 3 e 7 dias).  

Para que um material seja reconhecido como biocompatível, é 

necessário que o mesmo não apresente citotoxicidade, mutagenicidade, 

carcinogenicidade e alergenicidade. Por outro lado, deve apresentar 

inércia física, química e biológica e ser estável em seu ambiente 

biológico. Dessa forma, para que se diminua o número de testes em 

modelos animais, é recomendado que a avaliação de biomateriais seja 

iniciada pelos testes de citotoxicidade e mutagenicidade in vitro 

(KATZER et al., 2002). O estudo, in vitro, com cultura de células é 

utilizado devido a facilidade de padronização da amostra, pois o pH, a 

temperatura, a pressão osmótica, a tensão de CO2 e O2 podem ser 

controlados de maneira precisa. A caracterização e homogeneidade da 

amostra com culturas celulares idênticas, além da economia no custo de 

reagentes que são utilizados em menor quantidade, são vantagens desse 

tipo de estudo. As desvantagens são a necessidade de um ambiente de 

trabalho asséptico e de treinamento do pesquisador (FRESHNEY, 

1990). 

As propriedades físico-químicas de microesferas carreadoras de 

fármacos feitas com polímero podem variar de acordo com muitos 

fatores envolvidos na escolha dos materiais e suas concentrações, do 
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método de produção, incluindo cada etapa do processo de fabricação da 

amostra (JAIN, 2000). Neste estudo, para obtenção de uma liberação 

lenta e controlada do fármaco, foi escolhido o método de simples 

emulsão e evaporação do solvente (O/W), por ser considerado uma das 

técnicas mais simples para o microencapsulamento de drogas 

hidrofóbicas, como é o caso da sinvastatina (LI, ROUAUD e 

PONCELET, 2008), que tem o efeito de melhorar a formação óssea e, 

ao mesmo tempo, ser reconhecida como um inibidor da síntese do 

colesterol (ALBERTS, 1990). A sinvastatina tem demonstrado 

resultados promissores na regeneração óssea (MUNDY et al., 1999; FU 

et al., 2015; GENTILE et al., 2016).  Com base nisso, as células de 

interesse deste estudo são as que apresentam potencial de diferenciação 

osteogênica, neste caso, as células-tronco de tecido adiposo de bolas de 

Bichat, e as células ósseas, tais com os osteoblastos da linhagem 

MC3TE-E1. 

Altas doses (> 1 mg / ml) de sinvastatina promovem a morte 

celular e exacerbam as respostas inflamatórias em animais e humanos 

(KUPCSIK et al., 2009; ENCARNAÇÃO et al., 2016; OLIVEIRA et 

al., 2017). Neste estudo, testamos microesferas de sinvastatina 

encapsuladas por PLGA a uma concentração de 0,03% e esta 

concentração não demonstrou citotoxicidade. As amostras 

confeccionadas apresentaram resultados favoráveis no que se refere à 

citotoxicidade, tanto dos fibroblastos da linhagem L929, quanto dos 

osteoblastos MC3TE-E1 e das CTAB, células de interesse, uma vez que 

tem-se por objetivo resultados que colaborem com a construção do 

conhecimento para, em longo prazo, viabilizar a aplicação desse 

material na odontologia, mais especificamente, como regenerador ósseo. 
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  Por citotoxicidade, entende-se o conjunto de alterações da 

homeostase celular, as quais propiciam uma série de modificações que 

interferem na capacidade adaptativa, na sobrevivência, na reprodução e 

na realização de funções metabólicas celulares (NARDONE, 1977 apud 

COURA, 2004). Quando presente em meio de cultura dos fibroblastos, 

as microesferas com sinvastatina incorporada revelaram-se compatíveis 

com a atividade celular desde o tempo experimental de 1 dia, chegando 

a 102% de viabilidade aos 3 dias de ensaio, o que significa que as 

amostras, chegaram a estimular, sutilmente, as células; assim como as 

microefesras sem sinvastatina, que apresentaram resultados positivos 

para os tempos experimentais de 1, 3 e 7 dias. Neste grupo celular as 

microesferas com SIN tiveram ótimos resultados nos 3 tempos 

experimentais, sendo nos dias 3 e 7 pouco inferior à absorbância 

apresentada pelos grupos com amostras de microesferas sem SIN.  

Nos grupos com osteoblastos MC3T3-E1, os resultados 

apresentados também foram favoráveis. As amostras com SIN quando 

presentes no meio celular, após o tempo experimental, chegaram a 

resultados próximos a 90% de viabilidade no sétimo dia, com baixo 

valor de desvio padrão. Resultados obtidos em um estudo anterior que 

avaliou a citotoxicidade por contato direto através de análises de MTT 

mostraram também que amostras de PLGA não eram tóxicas para 

células osteoblásticas (MESSIAS; ARAGONES; DUEK, 2009), assim 

como os resultados deste estudo, onde microsferas sem SIN (apenas 

PLGA), demonstraram uma viabilidade celular superior a 93%. É 

importante ressaltar que neste trabalho, o ensaio de citotoxicidade 

também foi realizado por contato direto, uma vez que a hidrofobia das 

amostras faz com que estas flutuem no meio. A difusão de água no 
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polímero provoca a hidrólise das ligações de éster nas cadeias 

poliméricas, levando à geração de oligômeros solúveis em água 

(MOTTA; DUEK, 2006), o que justifica o fato de amostras puras, sem a 

adição da SIN, não ser tóxica às células uma vez que as amostras sem 

sinvastatina são mais hidrofóbicas que as com sinvastatina. 

Os resultados obtidos nos testes realizados com as CTAB 

também não foram tóxicos às células e, assim como nas amostras com 

células de osteoblastos apresentaram médias superiores a 90% nos dias 

3 e 7 de experimento, tanto nas amostras com SIN quanto nas amostras 

de microesferas sem SIN. 

Similar aos nossos resultados, Fu e colaboradores, em 2015, 

avaliaram a sinvastatina incorporada ao PLGA como um substituto 

ósseo e também não observaram nenhum efeito citotóxico. Além disso, 

o material aplicado em defeitos ósseos de tamanho crítico na calvária de 

ratos exibiu efeitos de osteocondução e osteoindução (FU et al., 2015). 

Resultado este que desejamos obter com as microesferas de SIN 

encapsuladas por PLGA, testadas neste presente estudo. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Ao serem submetidas ao teste de citotoxicidade, realizado in 

vitro sobre fibroblastos L929, osteoblastos MC3TE-E1 e CTAB, as 

microesferas mostraram-se não ser tóxicas às células na concentração de 

0,03% de sinvastatina. Assim, este estudo sugere o potencial das 

microesferas testadas para serem empregadas como biomaterial na 

regeneração tecidual óssea. 

.  
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