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Resumo

LesBes dsseas constituem um dos problemas mais prementes na area médico-odontoldgica.
Embora o tecido 6sseo seja um tecido altamente dindmico com boa capacidade de se regenerar,
em caso de lesbes extensas faz-se necessario o uso de biomateriais que permitam uma boa
regeneracao tecidual. Até o presente, ndo foi desenvolvido nenhum material sintético que retina
as propriedades e capacidades ofertadas pelo material autégeno, conhecidamente como material
ideal. Dentre as diversas terapias propostas, a associa¢do de biomateriais em escala nanométrica,
como hidroxiapatita e/ou fosfato tricélcio, vem apresentando resultados positivos no processo de
regeneracao do tecido 6sseo. Outra vertente amplamente utilizada é o uso de plasma rico em
plaqueta (PRP), obtido do proprio paciente, no tratamento destas lesbes. Baseando-nos neste
prévio conhecimento sobre o potencial de ambas as terapias, 0 objetivo desta tese é a associagdo
de hidroxiapatita em escala nanométrica (nanoHAp) e/ou fosfato tricalcio (BTCP) ao PRP
liofilizado para a obtencdo de um produto capaz de melhorar a regeneragcdo dssea e por
conseguinte a qualidade de vida do paciente. A experiéncia prévia do nosso grupo foi utilizada
para uma caracterizacdo do impacto deste compdsito nas vias de sinalizacdo classicas
relacionadas a processos de diferenciacdo de osteoblastos e regeneracdo do tecido 6sseo através
de ensaio in vitro. Embora o tema desta tese tenha sido amplamente explorado na literatura nossa
motivacdo é justamente conhecer os aspectos celulares e moleculares que regem sua atuacao
durante os mecanismos de regeneracdo, além de propor protocolos prévios de, como resultado da
proposicdo de novos métodos metodoldgicos alternativas na pratica clinica, facilitando sua
aplicacdo em lesBes do tecido 6sseo, amparado por um repertério molecular que justifica sua
escolha e sua atuacdo, pardmetros altamente necessarios para interagir com o setor produtivo. Foi
utilizado o conhecimento em bioinformatica para iniciar a compreenséo do efeito de miRNAs
presentes em microparticulas de plaguetas (PMPs) na osteogénese, adicionando uma nova faceta
ao panorama do tratamento autélogos de PRP no tecido désseo. Na sequéncia foi iniciada a
padronizacdo da obtencdo PRP e sua liofilizagdo, realizando a caracterizagéo fisico-quimica
utilizando espectroscopia de infravermelho e molecular com ELISA. A performance celular foi
avaliada em pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e mesenquimais (MS) com ensaios de citotoxicidade
e utilizando expressdo génica relativa em modelo de tratamento por 24 h e 7 dias, avaliando
periodos iniciais da diferenciagdo osteoblastica. A sintese e caracterizagéo fisico-quimica de HAp
e TCP foi realizada. Utilizando alginato realizamos a obtengdo de hidrogéis associando PRP e
HAp ou TCP e avaliamos a performance de células MC3T3-E1 e Raw 264.7 submetidas a meio
condicionado por 24 h pelos hidrogéis. No geral, nossos resultados sinalizam que o PRP
liofilizado afeta o desempenho dos osteoblastos de maneira semelhante ao PRP liquido quando
avaliado em vias classicas. Também foi possivel concluir que a associacdo do PRP com 0s

fosfatos de calcio avaliados foi possivel através da fabricagdo de hidrogéis de alginato de sédio.



Abstract

Bone injuries are one of the most pressing problems in the medical-dental field. Although
bone tissue is a highly dynamic tissue with an excellent ability to regenerate, biomaterials are
necessary to allow good tissue regeneration in more severe injuries. No synthetic material has
been developed that brings together the properties and capabilities offered by the autogenous
material, known as the ideal material. Among the various proposed therapies, the association of
biomaterials on a nanometric scale, such as hydroxyapatite and/or tricalcium phosphate, has
shown positive results in the bone tissue regeneration process. Another widely used aspect is the
use of platelet-rich plasma (PRP), obtained from the patient, to treat these lesions. Based on this
prior knowledge about the potential of both therapies, the objective of this thesis is the association
of hydroxyapatite on a nanometric scale (nanoHAp) and/or tricalcium phosphate (TCP) to
lyophilized PRP to obtain a product capable of impacting the bone regeneration and therefore the
patient's quality of life. We used our group's previous experience to characterize the impact of
this composite on classical signaling pathways related to osteoblast differentiation processes and
bone tissue regeneration through an in vitro assay. Although the theme of this thesis was widely
explored in the literature, our motivation is precisely to know cellular and molecular aspects that
govern its performance during regeneration mechanisms, in addition to proposing previous
synthesis/combination protocols, as an outcome to propose new methodological alternatives to
clinical practice, facilitating its application in bone tissue injuries, supported by a molecular
repertoire that justifies its choice and performance, essential parameters for interface with the
productive sector. At first, we used knowledge in bioinformatics to understand the effect of
miRNAs present in platelet microparticles (PMPs) on osteogenesis, adding a new facet to the
panorama of autologous PRP treatment in bone tissue. Next, we started the standardization of
PRP obtaining and its lyophilization, performing the physical-chemical characterization using
infrared and molecular spectroscopy with ELISA. Cellular performance was evaluated in
MC3T3-E1 and mesenchymal (MS) cells with cytotoxicity assays and using relative gene
expression in a 24-h and 7-day treatment model, evaluating early periods of osteoblastic
differentiation. We started the synthesis and characterization of HAp and TCP. Using alginate,
we carried out the construction of hydrogels associating PRP and HAp or TCP, and we evaluated
the performance of MC3T3-E1, and Raw 264.7 cells submitted to medium conditioned for 24 h
by the hydrogels. Our results demonstrate no cytotoxicity of our materials, supporting the

following tests in vitro 3D and in vivo models.
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Capitulo 1

Introdugdo e justificativa desta tese



1.1 Tecido 6sseo: defeitos e necessidades

O tecido 6sseo é um tecido vital ao corpo humano atuando como um sistema interno de
sustentacdo e protecdo de 6rgaos (GAO et al., 2017; KHURANA, 2009). O tecido serve também
como um reservatorio de ions inorganicos como célcio, fosfato, citrato, carbonato, magnésio,
fluoreto, dentre outros (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; IAQUINTA et al., 2019; KHURANA,
2009; PREETHI SOUNDARYA et al., 2018). Juntamente ao tecido muscular, o esqueleto
determina a forma do corpo em todos os vertebrados e é responsavel pela locomogdo sem
limitagdes (SCHEINPFLUG et al., 2018). Com 0 avanc¢o nas pesquisas 0 tecido 6sseo ganhou a
nova faceta de um drgdo endocrino, com destaque para a sintese de osteocalcina, um hormdnio
que atua na regulacao do metabolismo de glicose, metabolismo energético e fertilidade masculina
através da regulacdo da testosterona (KARSENTY, 2014; KARSENTY; KOUSTENI, 2018).
Durante o desenvolvimento, o tecido 6sseo tem capacidade de alterar sua forma e tamanho, além
de em caso de lesGes menores, se regenerar (DIMITRIOU et al., 2011; KHURANA, 2009;
MAIJIDINIA; SADEGHPOUR; YOUSEFI, 2018). Esta dinamica tecidual é conhecida por
remodelamento 6sseo e ocorre por toda a vida, e é orquestrada pelos componentes celulares
presentes no tecido. A Figura 1 contém a representacdo da estrutura (Macro, micro e nano) do

tecido 6sseo.

De modo geral, o0 0sso é formado por diferentes células e pela matriz 6ssea. Trés sdo 0s
tipos celulares especiais que compfe o tecido Gsseo, sdo eles: osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos. Osteoblastos sdo células mononucleadas, diferenciadas a partir de células tronco
mesenquimais, especializada na sintese da matriz dssea. Ostedcitos sdo a forma terminal da
diferenciacdo de osteoblastos, totalizando cerca de 90% das células presentes no 0sso. Sao
morfologicamente similares a neurdnios, apresentando longos dendritos que atuam como sensores
mecanicos. Além disso, ostedcitos secretam uma série de fatores que atuam no metabolismo de
calcio e fosfato, impactando na mineralizagdo 6ssea. O terceiro tipo celular s&o os osteoclastos,
células multinucleadas, diferenciadas a partir de células tronco hematopoiéticas, que atuam na
reabsor¢do da matriz 6ssea (KHURANA, 2009; RACHNER; KHOSLA; HOFBAUER, 2011;
SONG, 2017). A matriz 6ssea por sua vez pode ser subdividida em duas partes: uma parte
inorganica, composta por majoritariamente por hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH).), que é a
responsavel pelo aspecto mineralizado caracteristico do tecido, enquanto que a segunda é a parte
organica composta por colageno do tipo 1 (95%) e outras proteinas, conhecidas como proteinas
nado-colageno (NCPs), como osteocalcina, osteoconectina, osteopontina, dentre outras (compondo
5%) (GRUSKIN et al., 2012; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; MURSHED, 2018;
UNAL; CREECY; NYMAN, 2018). A interface entre coladgeno e fosfatos de calcio
(especialmente hidroxiapatita) é fundamental para a estrutura do tecido. Essa interacdo ocorre

majoritariamente entre célcio e residuos de prolina nas fibras de coldgeno, sendo modulada pela



carbonatacéo de cristais de hidroxiapatita e presenga de NCPs. A complexidade e dinamicidade
desta interface é pela absorgdo e transferéncia do impacto que o 0sso é submetido (SONG, 2017,
STOCK, 2015).

A vascularizacdo do tecido dsseo é fundamental para sua homeostase durante o
desenvolvimento do esqueleto, sobretudo em eventos biol6gicos referente ao crescimento e
remodelagio do o0sso (LAFAGE-PROUST et al., 2015; MERCADO-PAGAN et al., 2015;
MYNENI; MEZEY, 2017). Conjunto de vasos altamente especializados sdo responsaveis pelo
fornecimento de nutrientes, fatores de crescimento, horménios, citocinas e quimiocinas, de acordo
com as necessidades; além da importante fungdo de remocao de residuos metabolicos (CHUN et
al., 2019; KOCHEROVA et al., 2019). A interacdo entre o endotélio e células dsseas vem sendo
amplamente estudada nos ultimos anos, demonstrando um papel fundamental em eventos

celulares de interesse 6sseo, como a osteogénese (CARULLI et al., 2018).



Capitulo 6

Conclusao
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6.1 Conclusao

Ao todo nossos resultados demonstram que o plasma-rico em plaquetas (PRP) liofilizado
impacta na performance celular de osteoblastos de modo similar ao PRP liquido ao serem
avaliadas vias cléassicas. Também foi possivel concluir que a associagdo do PRP com fosfatos de
calcio avaliados foi possivel através da confeccao de hidrogéis de alginato de sédio, devendo seu
impacto ser mais bem estudado em futuros trabalhos in vitro e in vivo, como unidades

biomiméticas de regeneracao tecidual e podendo ser mais bem aplicada em manufatura aditiva.
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