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RESUMO

CASTRO, T. A. Utilizacao de hidrogéis de dna como “scaffolds” para
regeneracao 0ssea e sua funcionalizagdo com biomoléculas. 2025. Dissertacéo
Mestrado — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Aragatuba, 2025.

Este projeto teve como proposta avaliar o potencial regenerativo de hidrogéis
de DNA, através das andlises de microtomografia e PCR, no processo de reparo de
defeitos 6sseos de tamanho critico em calvarias de ratos. Apés a aprovacado do Comité
de Etica processo FOA n° 606-2023, 24 ratos Wistar machos, foram divididos em
guatro grupos, nos quais BUFFER recebeu o tampéao TrisCa2+ como biomaterial, DNA
1:3 recebeu o hidrogel de DNA, o grupo CO-DNA Sr recebeu o tampéo TrisSr2+ e
DNA-Sr recebeu o hidrogel de DNA funcionalizado com estroncio. Foram subdivididos
de acordo com as analises e com o periodo de eutanasia, sendo n=3 para cada
subgrupo. No tempo zero, os animais foram submetidos a cirurgia, e confeccionado o
defeito 6sseo na calvaria dos animais, foi colocado em seu interior o biomaterial de
acordo com o grupo. O subgrupo 10D foi eutanasiado 10 dias apds a cirurgia e as
pecas coletadas foram para analises moleculares e o0 subgrupo 28D teve sua
eutanasia apods 28 dias e analises microtomograficas. A eutanasia desses animais foi
realizada por sobredosagem anestésica. Foi observada a viabilidade celular dos
hidrogéis de DNA em linhagens de células MCO. Quanto a andlise molecular foi
possivel observar que a funcionalizagcdo com estréncio melhorou o desemprenho do
DNA 1:3 na expressao génica relativa das proteinas Runx2, IBSP, OCN e ALP, porém
0 grupo BUFFER obteve os maiores valores em Runx2, IBSP e TRAP. Quanto aos
parametros de micro-CT o grupo DNA 1:3 obteve maiores valores em BV/TV, Th.Th e
Th.N, ja em Th.Sp obteve destague com maiores valores o grupo CO-DNA Sr. A
utilizagé@o de hidrogéis de DNA promoveu melhora na microarquitetura e dindmica da
biomineralizacdo e a funcionalizagdo dos hidrogéis de DNA com estroncio apesar de
nao demonstrar melhora no desempenho desses materiais na dinamica reparacional
do tecido 6sseo quanto aos parametros avaliados na micro-CT, desempenhou uma

melhora significativa na dindmica da mineralizagéo 6ssea nas analises moleculares.

Palavras-chave: hidrogéis; biomineralizacdo; materiais biocompativeis.



ABSTRACT

CASTRO, T. A. Use of DNA hydrogels as scaffolds for bone regeneration and
their functionalization with biomolecules. 2025. Dissertacdo Mestrado — Faculdade
de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2025.

This project aimed to evaluate the regenerative potential of DNA hydrogels, through
microtomography and PCR analyses, in the process of repairing critical-sized bone
defects in rat calvaria. After approval by the Ethics Committee, process FOA n° 606-
2023, 24 male Wistar rats were divided into four groups, in which BUFFER received
the TrisCa2+ buffer as biomaterial, DNA 1:3 received the DNA hydrogel, the CO-DNA
Sr group received the TrisSr2+ buffer and DNA-Sr received the DNA hydrogel
functionalized with strontium. They were subdivided according to the analyses and the
euthanasia period, with n = 3 for each subgroup. At time zero, the animals underwent
surgery, and the bone defect was created in the animals' calvaria, and the biomaterial
was placed inside it according to the group. The 10D subgroup was euthanized 10
days after surgery and the collected specimens were subjected to molecular analysis,
while the 28D subgroup was euthanized after 28 days and microtomographic analysis.
These animals were euthanized by anesthetic overdose. The cell viability of DNA
hydrogels was observed in MCO cell lines. Regarding molecular analysis, it was
possible to observe that functionalization with strontium improved the performance of
DNA 1:3 in the relative gene expression of Runx2, IBSP, OCN and ALP proteins, but
the BUFFER group obtained the highest values in Runx2, IBSP and TRAP. Regarding
the micro-CT parameters, the DNA 1:3 group obtained higher values in BV/TV, Th.Th
and Tb.N, while in Th.Sp the CO-DNA Sr group stood out with higher values. The use
of DNA hydrogels promoted an improvement in the microarchitecture and dynamics of
biomineralization and the functionalization of DNA hydrogels with strontium, despite
not demonstrating an improvement in the performance of these materials in the
reparative dynamics of bone tissue regarding the parameters evaluated in the micro-
CT, performed a significant improvement in the dynamics of bone mineralization in the

molecular analyses.

Keywords: hydrogels; biomineralization; biocompatible materials.
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1 INTRODUCAO

Diversas condi¢cfes podem causar defeitos e destruicbes dsseas craniofaciais,
incluindo doencas degenerativas e inflamatérias, traumas acidentais, cirurgias
oncoldgicas e fraturas patologicas, sendo que mais de 2,2 milhdes de transplantes
0sseos sdo realizados anualmente na pratica clinica, impondo grande carga financeira
aos pacientes, além de afetar seu estado de saude geral e qualidade de vida e
também de representar um fardo econémico surpreendente para os sistemas de
saude (1)(2). As estratégias clinicas atuais para reparar e regenerar defeitos 6sseos
utilizam principalmente autoenxertos, que atualmente sao considerados “padrao ouro”
para o tratamento destes defeitos. Outros possiveis tratamentos seriam a utilizacédo
de aloenxertos, xenoenxertos e enxertos inorganicos. Entretanto, todos estes métodos
apresentam diversas limitacdes, como a insuficiéncia da area doadora, baixa atividade
osteoindutora, risco de infeccdo, imunorreacdo do hospedeiro e baixa atividade
biologica. Consequentemente, a cicatrizacdo de grandes defeitos 6sseos continua
sendo um grande desafio clinico. Em comparacdo com as terapias tradicionais, a
engenharia de tecidos é uma abordagem promissora para o reparo de defeitos 6sseos

e pode representar ser uma opcao viavel(3).

Existe uma grande demanda na busca de alternativas de enxertos 6sseos
artificiais que deveriam apresentar como propriedades: boa estabilidade mecanica,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, osteoindutividade e osteocondutividade. Um
enxerto 6sseo ideal também deve apoiar a adesédo celular, crescimento, migracéo e
diferenciacdo, bem como a mineralizacao precoce e neoformacao 6ssea e formacédo
de vasos vasos (4). Atualmente, a engenharia de tecidos propde a combinagcao de
arcaboucos, células e fatores de crescimento como um tratamento eficaz para a
reconstrucao do tecido 6sseo (5). Dessa forma, a principal funcdo de um andaime é
replicar a estrutura da matriz extracelular natural, j& que esta matriz auxilia a

proliferacéo, diferenciagcéo e biossintese das células (6).

Para atender aos requisitos de um “scaffold” ideal, diversas propriedades, como
a composicao do material e sua organizacdo espacial, precisam ser consideradas e

cuidadosamente balanceadas. Além disso, materiais que sdo usados como
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arcaboucos em abordagens regenerativas precisam exibir biocompatibilidade
suficiente e devem ser completamente degradéveis ao longo do tempo, de forma a
ser gradualmente substituidos por matriz 6ssea formada endogenamente e também
fornecer suporte mecéanico adequado. Portanto, as propriedades do material, como
resisténcia a compressao, rigidez e elasticidade, devem imitar aguelas relatadas como
caracteristicas do 0Sso no respectivo estagio de regeneragdo. Em resumo, o principal
desafio na concepcédo de um arcabouco usado para abordagens regenerativas é a
otimizacdo de sua microestrutura, caracteristicas mecanicas, degradabilidade e
composicdo do material, a fim de garantir um alto grau de osteoindutividade,
osteocondutividade e osseointegragao (7).

O DNA emergiu como um dos materiais biocompativeis mais promissores para
a engenharia de tecidos. A nanotecnologia de DNA permite que cadeias de DNA
sintético sejam programadas para se automontar em arquiteturas projetadas de uma,
duas e trés dimensdes o que tem sido cada vez mais explorado para seu uso como
scaffolds extremamente organizados (8). Essas nanoestruturas podem direcionar
arranjos moleculares especificos por meio do crescimento padronizado de materiais
e organizacao especifica de macromoléculas, como polimeros, peptideos e proteinas.
Estes desenvolvimentos levaram ao uso de nanoestruturas de DNA como “scaffold”
intrincados e precisos para a biomineralizacdo de carbonato de calcio, fosfato de
calcio e silica (9). O potencial do DNA para guiar a morfologia de materiais inorganicos
e sua capacidade de servir como moldes e modelos ja foram demonstrados
anteriormente. Em particular, montagens estendidas de DNA, como redes
bidimensionais e nanotubos, tem se mostrado ideais para orientar a biomineralizacao
em escalas de comprimento variadas, conforme seja necessario para a regeneracao

de tecidos mineralizados (8).

As nanoestruturas estendidas de DNA séao, de diversas maneiras, ideais para
guiar a biomineralizacdo e possibilitar arquiteturas hierarquicas caracteristicas de
biominerais naturais. Além disso, estas hanoestruturas nos permitem um alto grau de
controle morfoldgico sobre elas e exibem caracteristicas desejaveis de complexacao
de ions para modelar o crescimento de matéria inorganica. A funcdo mais simples do

DNA como andaime de mineralizacao é recrutar cations inorganicos, como Ca2+, para
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regenerar tecidos mineralizados. As interag0es iOnicas de minerais com o esqueleto
anibénico agucar-fosfato do DNA controlam o processo de cristalizacao, elaborando
estruturas comparaveis aos biominerais naturais, como esmalte dentario e 0sso. Esta
nanoestrutura é particularmente atraente devido a previsibilidade do pareamento de
bases, a sua capacidade de enderegcamento quimico além da capacidade de formar
estruturas 3D verséateis. Dessa forma, os scaffolds de DNA se destacam por
possibilitar a construcdo de arquiteturas complexas, com excelente controle

geomeétrico e funcionalidade (10).

E importante ressaltar que as nanoestruturas de DNA possuem como
propriedade a enderecabilidade, ou seja, as nanoestruturas de DNA fornecem varios
locais que podem ser funcionalizados para gerar nanomateriais multifuncionais.
Assim, a bioconjugacédo permite que pequenas moléculas, polimeros, nanoparticulas,
ions metalicos e clusters sejam adicionados a superficie destas estruturas em
posicdes especificas. Além disso, conjuntos modelados de DNA podem ser fabricados
usando estratégias como intercalacdo, reducdo de ions metalicos adsorvidos por
meios quimicos, eletroquimicos ou fotoquimicos, ligacdo eletrostatica, dopagem de
nanoaglomerados ou nanoparticulas e hibridacdo com filamentos complementares
funcionalizados. Nanomateriais funcionais de formas e tamanhos bem definidos e
diferentes composices desempenham um papel importante em diagndsticos
biomédicos e terapias (10). Ou seja, o hidrogel de DNA pode servir como um veiculo
promissor para a entrega sustentavel de moléculas ativas, incluindo proteinas e

drogas (1).

Dentre os diferentes elementos terapéuticos, o estroncio € um céation de metal
alcalino-terroso que tem sido amplamente associado ao controle do metabolismo
0sseo como um dos oligoelementos essenciais no corpo humano. Atualmente,
diversos biomateriais funcionalizados com estréncio tém sido apontados como uma
eficaz ferramenta terapéutica na promocdo da regeneracdo Ossea. Este cation
metalico demonstrou possuir “regulagao dupla” no turnover 6sseo, ja que promove a
diferenciacdo e proliferacdo de pré-osteoblastos e estimula os osteoblastos a
sintetizar uma nova matriz éssea enquanto suprime a atividade dos osteoclastos,

reduzindo a reabsorcdo O0ssea. O estroncio também prolonga a sobrevivéncia dos
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osteoblastos inibindo a apoptose através da via ATK e promove a adesao precoce,
proliferagéo, diferenciacdo e mineralizagdo da matriz de osteoblastos via integrina a2,
integrina 1, aderentes spot quinase e vias de sinalizagcdo ERK (11). Além disso,
pesquisadores propuseram os efeitos imunomoduladores deste elemento, que
fornece um ambiente apropriado para melhorar a regeneragdo 6ssea. Com estas
caracteristicas, o estréncio atualmente esta sendo usado em diversos estudos para
sua aplicacdo em bioengenharia de reconstrucdo de tecidos 6sseos a fim de acelerar

esta reconstrucao (12).

Entretanto, uma maior incidéncia de efeitos colaterais, como distarbios
cardiacos e eventos tromboembdlicos, ocorreu quando os agentes contendo o
estroncio foram amplamente utilizados em pacientes, consequentemente, sua
indicacdo esta agora restrita a osteoporose grave em homens e mulheres pos-
menopausicas com alto risco de fratura que ndo podem ser tratados com outros
medicamentos. Dessa forma, € extremamente importante melhorar a eficacia e a
seguranca dos agentes contendo o estréncio para o tratamento da perda éssea.
Recentemente, as nanotecnologias emergentes favoreceram o uso de estratégias
alternativas para fornecer efetivamente ions bioativos, como Mg e Sr, para promover

e melhorar significativamente a regeneracao 0ssea (13,14).

Em estudos anteriores de nosso grupo, o DNA foi avaliado como biomaterial no
preenchimento de defeitos criticos em calvaria na proporcédo de 1:3 e disperso em
tampéo TrisCa2+ e demonstrou resultados favoraveis quanto ao processo de reparo
0sseo, com estudo publicado de Athanasiadou et al. (15). Neste momento, estamos
promovendo uma melhora nas propriedades quimicas do DNA e desta forma, surgiu
a possibilidade de analisarmos seu desempenho no reparo 6sseo quando
funcionalizado com ions bioativos de estroncio através da substituicdo do tampéao

TrisCa2+ pelo tamp&o TrisSr2+.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo de hidrogéis de DNA promoveu melhora na microarquitetura e
dindmica da biomineralizacéo e a funcionaliza¢éo dos hidrogéis de DNA com estréncio
apesar de ndo demonstrar melhora no desempenho desses materiais na dinamica
reparacional do tecido O6sseo quanto aos parametros avaliados na micro-CT,
desempenhou uma melhora significativa na dindmica da mineralizacdo éssea nas

analises moleculares.
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