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Resumo 

Lesões ósseas constituem um dos problemas mais prementes na área médico-odontológica. 

Embora o tecido ósseo seja um tecido altamente dinâmico com boa capacidade de se regenerar, 

em caso de lesões extensas faz-se necessário o uso de biomateriais que permitam uma boa 

regeneração tecidual. Até o presente, não foi desenvolvido nenhum material sintético que reúna 

as propriedades e capacidades ofertadas pelo material autógeno, conhecidamente como material 

ideal. Dentre as diversas terapias propostas, a associação de biomateriais em escala nanométrica, 

como hidroxiapatita e/ou fosfato tricálcio, vem apresentando resultados positivos no processo de 

regeneração do tecido ósseo. Outra vertente amplamente utilizada é o uso de plasma rico em 

plaqueta (PRP), obtido do próprio paciente, no tratamento destas lesões. Baseando-nos neste 

prévio conhecimento sobre o potencial de ambas as terapias, o objetivo desta tese é a associação 

de hidroxiapatita em escala nanométrica (nanoHAp) e/ou fosfato tricálcio (βTCP) ao PRP 

liofilizado para a obtenção de um produto capaz de melhorar a regeneração óssea e por 

conseguinte a qualidade de vida do paciente. A experiência prévia do nosso grupo foi utilizada 

para uma caracterização do impacto deste compósito nas vias de sinalização clássicas 

relacionadas a processos de diferenciação de osteoblastos e regeneração do tecido ósseo através 

de ensaio in vitro. Embora o tema desta tese tenha sido amplamente explorado na literatura nossa 

motivação é justamente conhecer os aspectos celulares e moleculares que regem sua atuação 

durante os mecanismos de regeneração, além de propor protocolos prévios de, como resultado da 

proposição de novos métodos metodológicos alternativas na prática clínica, facilitando sua 

aplicação em lesões do tecido ósseo, amparado por um repertório molecular que justifica sua 

escolha e sua atuação, parâmetros altamente necessários para interagir com o setor produtivo. Foi 

utilizado o conhecimento em bioinformática para iniciar a compreensão do efeito de miRNAs 

presentes em micropartículas de plaquetas (PMPs) na osteogênese, adicionando uma nova faceta 

ao panorama do tratamento autólogos de PRP no tecido ósseo. Na sequência foi iniciada a 

padronização da obtenção PRP e sua liofilização, realizando a caracterização físico-química 

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 expressão gênica relativa em modelo de tratamento por 24 h e 7 dias, avaliando 

períodos iniciais da diferenciação osteoblástica. A síntese e caracterização físico-química de HAp 

e TCP foi realizada. Utilizando alginato realizamos a obtenção 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 líquido quando 

avaliado em vias clássicas. Também foi possível concluir que a associação do PRP com os 

fosfatos de cálcio avaliados foi possível através da fabricação de hidrogéis de alginato de sódio.  
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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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1.1 Tecido ósseo: defeitos e necessidades 

O tecido ósseo é um tecido vital ao corpo humano atuando como um sistema interno de 

sustentação e proteção de órgãos (GAO et al., 2017; KHURANA, 2009). O tecido serve também 

como um reservatório de íons inorgânicos como cálcio, 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 responsável pela locomoção sem 

limitações (SCHEINPFLUG et al., 2018). Com o avanço nas pesquisas o tecido ósseo ganhou a 

nova faceta de um órgão endócrino, com destaque para a síntese de osteocalcina, um hormônio 

que atua na regulação do metabolismo de glicose, metabolismo energético e fertilidade masculina 

através da regulação da testosterona (KARSENTY, 2014; KARSENTY; KOUSTENI, 2018). 

Durante o desenvolvimento, o tecido ósseo tem capacidade de alterar sua forma e tamanho, além 

de em caso de lesões menores, se regenerar (DIMITRIOU et al., 2011; KHURANA, 2009; 

MAJIDINIA; SADEGHPOUR; YOUSEFI, 2018). Esta dinâmica tecidual é conhecida por 

remodelamento ósseo e ocorre por toda a vida, e é orquestrada pelos componentes celulares 

presentes no tecido. A Figura 1 contém a representação da estrutura (Macro, micro e nano) do 

tecido ósseo. 

De modo geral, o osso é formado por diferentes células e pela matriz óssea. Três são os 

tipos celulares especiais que compõe o tecido ósseo, são eles: osteoblastos, osteócitos e 

osteoclastos. Osteoblastos são células mononucleadas, diferenciadas a partir de células tronco 

mesenquimais, especializada na síntese da matriz óssea. Osteócitos são a forma terminal da 

diferenciação de osteoblastos, totalizando cerca de 90% das células presentes no osso. São 

morfologicamente similares a neurônios, apresentando longos dendritos que atuam como sensores 

mecânicos. Além disso, osteócitos secretam uma série de fatores que atuam no metabolismo de 

cálcio e fosfato, impactando na mineralização óssea. O terceiro tipo celular são os osteoclastos, 

células multinucleadas, diferenciadas a partir de células tronco hematopoiéticas, que atuam na 

reabsorção da matriz óssea (KHURANA, 2009; RACHNER; KHOSLA; HOFBAUER, 2011; 

SONG, 2017). A matriz óssea por sua vez pode ser subdividida em duas partes: uma parte 

inorgânica, composta por majoritariamente por hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2), que é a 

responsável pelo aspecto mineralizado característico do tecido, enquanto que a segunda é a parte 

orgânica composta por colágeno do tipo 1 (95%) e outras proteínas, conhecidas como proteínas 

não-colágeno (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 colágeno e fosfatos de cálcio 

(especialmente hidroxiapatita) é fundamental para a estrutura do tecido. Essa interação ocorre 

majoritariamente entre cálcio e resíduos de prolina nas fibras de colágeno, sendo modulada pela 
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carbonatação de cristais de hidroxiapatita e presença de NCPs. A complexidade e dinamicidade 

desta interface é pela absorção e transferência do impacto que o osso é submetido (SONG, 2017; 

STOCK, 2015). 

A vascularização do tecido ósseo é fundamental para sua homeostase durante o 

desenvolvimento do esqueleto, sobretudo em eventos biológicos referente ao crescimento e 

remodelação do osso (LAFAGE-PROUST et al., 2015; MERCADO-PAGÁN et al., 2015; 

MYNENI; MEZEY, 2017). Conjunto de vasos altamente especializados são responsáveis pelo 

fornecimento de nutrientes, fatores de crescimento, hormônios, citocinas e quimiocinas, de acordo 

com as necessidades; além da importante função de remoção de resíduos metabólicos (CHUN et 

al., 2019; KOCHEROVA et al., 2019). A interação entre o endotélio e células ósseas vem sendo 

amplamente estudada nos últimos anos, demonstrando um papel fundamental em eventos 

celulares de interesse ósseo, como a osteogênese (CARULLI et al., 2018). 

 

Figura 1 - Estruturas do tecido ósseo. Elementos gráficos foram obtidos em https://smart.servier.com/. 

1.2 A sincronia das células ósseas 

O tecido ósseo passa por remodelamento ao longo da vida. Este remodelamento tem como 

objetivo a manutenção da homeostase de cálcio e outros íons, a correção de microfraturas e 

isquemias ósseas (GEMINI-PIPERNI et al., 2014a; RUCCI, 2008). O remodelamento é composto 

de dois processos: a reabsorção óssea realizada por osteoclastos e a síntese de nova matriz por 

osteoblastos (SANTOS et al., 2005; ZAMBUZZI; MILANI; TETI, 2010). O processo de 

reabsorção se dá pelo recrutamento de células precursoras de osteoclastos, seguido de seu 

comprometimento com o fenótipo osteoclástico, etapa conhecida por osteoclastogênese 

(KARKACHE et al., 2021; ZHAO, 2020). Uma vez maduros, os osteoclastos secretam fosfatases 

ácidas para a degradação da fase mineral e proteínas como metaloproteínases e catepsina K 

(CSTK) responsáveis pela degradação da matriz orgânica (RUCCI, 2008; SONG, 2017). Já 
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osteoblastos atuam sintetizando a matriz através da secreção de proteínas como colágeno do tipo 

I e NPCs (GEMINI-PIPERNI et al., 2014b; ZHAO, 2020). Osteoblastos modulam a 

osteoclastogênese através da secreção de fator estimulante de colônia de macrófagos (M-CSF), 

ativador de receptor do fator nuclear κ B (RANKL) e osteoprogeterina (OPG). M-CSF é a 

responsável pela formação de aglomerados de macrófagos, conhecidos como colônias, enquanto 

RANKL dispara as vias de sinalização de MAPK e NFκB levando a maturação de osteoclastos 

(MUN; PARK; PARK-MIN, 2020). Já OPG funciona como uma armadilha sequestrando 

RANKL e desta maneira regulando negativamente a osteoclastogênese (MUN; PARK; PARK-

MIN, 2020) (Figura 2). Osteoclastos também agem modulando a atividade de osteoblastos 

através de moléculas secretadas. Proteínas como WNT10B, S1P, CTHRC1 e C3 agem induzindo 

a diferenciação osteoblástica, enquanto SEMA4D atua na sua inibição (KIM et al., 2020; LI et 

al., 2016). Fatores de crescimento solúveis como TGF-β1 e IGF1 presentes na matriz são liberados 

durante a reabsorção óssea podendo modular a atividade de osteoblastos, demonstrando um efeito 

indireto de osteoclastos na atividade de osteoblastos (KIM et al., 2020; LI et al., 2016). 

 

Figura 2 – Comunicação celular entre osteoblastos e osteoclastos. Figura adaptada gentilmente por Paula 

Bertin de Morais de https://www.orthobullets.com/basic-science/9010/bone-signaling-and-rankl acessada 

em 25/06/2021. 

1.3 Regeneração óssea 

A regeneração óssea é um complexo processo multifatorial na qual a região lesada do 

tecido é preenchida com células funcionais de mesmas características que o tecido original. Este 

https://www.orthobullets.com/basic-science/9010/bone-signaling-and-rankl
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processo é regido por diferentes tipos celulares e modulados por citocinas, fatores de crescimento 

e outras biomoléculas (MOUNTZIARIS; MIKOS, 2008). 

Uma vez lesado, o tecido ósseo promove a cicatrização que pode ocorrer por dois 

processos: reparação e regeneração. A regeneração ocorre quando o tecido danificado é 

preenchido com base na proliferação e diferenciação das células originais do tecido. Assim sendo, 

o tecido regenerado possui as mesmas propriedades funcionais e características morfológicas do 

tecido primitivo/original. Já no processo de reparação o tecido danificado é substituído por um 

tecido conjuntivo fibroso, resultando em uma cicatriz de colágeno. Isto acarreta a perda das 

características e funções originais. Atualmente a regeneração do osso é vista como prioritária, em 

relação a reparação, em casos de traumas, desta forma recuperando a forma e as funções originais 

do osso (ZAMBUZZI et al., 2011b, 2011c). 

O processo de regeneração óssea é composto por distintas etapas, que podem ocorrer de 

modo simultâneo (Figura 3). São elas: inflamação, formação de calos, formação de calos duros, 

remodelação (DE WITTE et al., 2018b; KALFAS, 2001; MOUNTZIARIS; MIKOS, 2008). A 

etapa inflamatória ocorre nos primeiros dias após a lesão, onde o coágulo resultante do 

rompimento de vasos libera diversas citocinas pro-inflamatórias, de origem plaquetárias que 

estimulam o recrutamento de células inflamatórias (ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 

2015; DE WITTE et al., 2018b). Citocinas classicamente relatadas a este processo são FGF2, M-

CSF, IL1 e IL6 (DE WITTE et al., 2018b). Após o período inflamatório ocorre a formação do 

calo mole. Durante esta etapa ocorre a angiogênese na região lesada, de modo a prover oxigênio 

e transportar células competentes a região (DE WITTE et al., 2018b). A angiogênese é um 

processo crucial para a regeneração óssea, que por sua vez é modulada por moléculas pro-

angiogênicas de origem osteoblástica e/ou plaquetária (FROHBERGH et al., 2015; 

LIENEMANN; LUTOLF; EHRBAR, 2012). A etapa seguinte, formação de calo duro, onde os 

osteoblastos maduros secretam matriz óssea e osteoclastos agem no remodelamento do novo 

tecido. Esta etapa é regida por BMPs e fatores de crescimento como TGFβ, FGF, IGF e PDGF 

(DE WITTE et al., 2018b). Assim, faz-se necessários biomateriais inteligentes capazes de 

orquestrar moléculas provenientes de diferentes tipos celulares, integrando uma resposta 

biológica capaz de favorecer os mecanismos de reparo tecidual. 
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Figura 3 – Diferentes etapas da regeneração óssea. Figura publicada por DE WITTE et al., 2018. 

1.4 Biomateriais 

A despeito da ótima capacidade de remodelamento do tecido ósseo, uma vez que ocorra 

uma lesão que supere o tamanho crítico faz-se necessário o uso de intervenções para auxiliar na 

regeneração tecidual (LEE et al., 2019b; THRIVIKRAMAN et al., 2017). A engenharia de tecidos 

para o osso apoia-se principalmente em quatro pilares: 

i. Recrutar células competentes para a região lesionada; 

ii. Uso de moléculas de sinalização para guiar a resposta celular; 
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iii. Matrizes de suporte, capazes de direcionar e sustentar a formação do osso 

durante sua regeneração, os biomateriais; 

iv. Estabilidade mecânica da região lesionada. 

 

Embora saibamos que o enxerto de osso autólogo seja o padrão-ouro para terapêutica do 

tecido lesado, devido a suas excelentes propriedades osteocondutora (estimular/conduzir células 

ósseas por sua superfície), osteoindutora (indução do processo de diferenciação em células 

progenitoras) e osteogênica (capacidade da formação de osso devido a presença de células 

competentes), a obtenção deste tecido, que normalmente ocorre por acesso em vias intra-orais e 

da crista ilíaca, reflete em uma significativa morbidade e custo para o paciente, além de afetar 

diretamente sistema de saúde público e muitas vezes em quantidade e qualidade limitadas 

(KOHLI et al., 2018). Dentre as alternativas sintéticas, próteses de titânio são considerados o 

padrão-ouro, capaz de fornecer excelente integração com o tecido e modular eventos celulares de 

interesse, como adesão, proliferação e diferenciação celular (GONGADZE et al., 2011; 

KULKARNI et al., 2015; PELLEGRINI et al., 2018). A modificação de superfícies de titânio é 

uma estratégia que demostra excelentes resultados. Esta modificação pode ocorrer através de 

ataques ácidos de modo a promover uma nanotexturização da superfície (BEZERRA et al., 2017; 

DA SILVA et al., 2020a; FERNANDES et al., 2018). Outra modificação se dá na adição de 

cristais de hidroxiapatita em escala nanométrica promovendo uma resposta celular mais rápida, 

diminuindo o tempo da osteointegração (BEZERRA et al., 2017; FERREIRA et al., 2020). 

Biomateriais metálicos como o titânio possuem como desvantagem o fato de serem 

praticamente não reabsorvíveis pelo organismo, pode ocorrer infecção no local, apresentarem um 

módulo de Young1 distinto do tecido original, dentre outras (DE WITTE et al., 2018a). Outra 

classe de material amplamente utilizado é cerâmicas, com grande destaque ao uso de fosfatos de 

cálcio, como hidroxiapatita (HAp) e fosfato tricálcio (TCP) (JEONG et al., 2019). Ambos 

apresentam excelentes propriedades osteocondutivas, osteoindutoras, não apresentando 

toxicidade, e podendo ser degradados pelo organismo durante o processo de reabsorção (JEONG 

et al., 2019; XU et al., 2017). Apesar destas vantagens em sua aplicação, fosfatos de cálcio são 

quebradiços o que limita sua aplicação terapêutica (BERNARD et al., 2018; WEIL; BARZ, 2017; 

XU et al., 2017). Para contornar esse desafio é proposto associá-los ao uso de polímeros de alta 

biocompatibilidade, assim aumentando a resistência mecânica e elasticidade do biomaterial. De 

fato esta estratégia visa mimetizar o tecido ósseo que utiliza fibras de colágeno do tipo I 

juntamente a hidroxiapatita (LANZA; LANGER; VACANTI, 2013; ZAFAR et al., 2020). 

 
1 Propriedade elástica de corpos sólidos ao resistirem a tensões mecânicas lineares. 
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Diversos polímeros são utilizados na mimetização do tecido ósseo com foco regeneração 

óssea, estes podendo ser de origem natural ou sintética (LANZA; LANGER; VACANTI, 2013; 

ZAFAR et al., 2020). A escolha do polímero envolve um balanço entre suas vantagens e 

desvantagens. A Tabela 1 adaptada de Choi et al. resume as principais vantagens e desvantagens 

de cada polímero. 

Tabela 1 - Polímeros utilizados em regeneração óssea. Adaptado de (CHOI et al., 2021). 

Tipo Material Vantagem Desvantagem 

Natural 

Alginato 
Gelificação simples  

Boa estabilidade 
Menos interação celular 
Menos biodegradação 

Gelatina 
Baixa antigenicidade  

Baixo custo 

Menos estável 

Baixas propriedades mecânicas 

Ácido hialurônico 
Boa interação celular  

Boa angiogênese 

Degradação rápida 

Baixa estabilidade mecânica 

Fibroína de seda 

Degradação lenta 

Boas propriedades 

mecânicas 

Resposta alérgica 

Menos interação celular 

Colágeno Boa interação celular 
Menos estabilidade 

Baixas propriedades mecânicas 

Fibrina 
Boa angiogênese  

Gelificação rápida 

Baixa estabilidade mecânica 

Obstrui facilmente 

Matriz extracelular 

desmineralizada 

Semelhante à composição e 

estrutura de ECM nativa 

Baixa fidelidade de formato 

Baixas propriedades mecânicas 

Agarose Gelificação simples 
Menos estabilidade 

Baixas propriedades mecânicas 

Sintética 

Polietilenoglycol (PEG) 
Reprodutibilidade 

Modificação química fácil 

Interação celular baixa 

Fraca resistência mecânica 

Polissiloxano 
Boas propriedades 

mecânicas 

Degradação lenta 

Baixa interação celular 

Relativamente caro 

 

Para este trabalho optamos pela utilização do alginato. Alginato é um polímero abundante 

na natureza sendo encontrado como componente estrutural em algas marinhas marrons 

(phaeophyceae) e como polissacarídeo capsular em bactérias do solo (HECHT; SREBNIK, 2016). 
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De fórmula química (C6H8O6)n, alginato é composto por monômeros de ácido β-D-manurônico 

e ácido α-L-gulurônico, sendo estes conhecidos como blocos M e G, respectivamente, ligados por 

uma ligação β-1,4 (DODERO et al., 2019; HECHT; SREBNIK, 2016; YOON et al., 2014). 

Inúmeras aplicações biotecnológicas vêm sendo implementadas utilizando alginato devido a sua 

alta capacidade de reticulação (“cross-linking”) instantânea independente de temperatura e a sua 

transição sol/gel na presença de cátions multivalentes, como Ca2+, Mn2+, Zn2+, dentre outros 

(HECHT; SREBNIK, 2016; YOON et al., 2014). O modelo de retículação da alginato é conhecido 

como caixa-de-ovos (“egg-box”), onde os cátions multivalente interagem com os blocos G 

provendo resistência a rede formada (LEE et al., 2019a). 

 

Figura 4 - Estrutura química de alginato. A) Monômero de ácido α-L-gulurônico, b) monômero de ácido β-

D-manurônico, c) polímero de alginato com átomo de sódio, d) esquema do modelo de caixa-de-ovos para 

a retículação com átomos de cálcio (Adaptado de Lee et al. 2019). 
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1.5 Fatores de crescimento para a construção do tecido 

Fatores de crescimento (GF) são proteínas solúveis que desempenham papel central na 

sinalização celular em diferentes processos biológicos como crescimento celular, migração 

celular, viabilidade celular, diferenciação dentre outras (FERREIRA; ZAMBUZZI, 2020; GUAN 

et al., 2020). Dentre os GFs mais conhecidos estão o fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), factor de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF), fator de crescimento semelhante à insulina (IGF), fator de crescimento transformador 

beta (TGFβ) e proteína morfogenética óssea (BMP) que apresentam conhecida ação no tecido 

ósseo. A Tabela 2 contém um resumo destes GFs e seus os mecanismos conhecidos. 

Tabela 2 - Relação de fatores de crescimento e sua ação no tecido ósseo. 

GF Origem celular Efeito biológico Ação no osso 

BMP 

Células endoteliais, células 

osteoprogenitoras, 
condrócitos, osteoblastos 

Condro/osteogênese, 

osteoindução 

Migração de 

osteoprogenitores, 

indução de 

proliferação, 
diferenciação e síntese 

da matriz 

EGF 
Rins, próstata, glândula 

salivares, pâncreas 
Inibição da osteogênese 

Sinergismo com 

mecanotransdução, 

regulação da fase 

inflamatória 

FGF 

BMSC, condrócitos, 

células endoteliais, 

macrófagos, monócitos, 
osteoblastos, plaquetas 

Angiogênese, proliferação 

de fibroblastos e células 
musculares lisas dos vasos 

Maturação de 

condrócitos (FGF-1). 

Proliferação e 

diferenciação de 

osteoblastos, inibição 

da apoptose de 
osteoblastos imaturos, 

indução da apoptose de 

osteócitos maduros, 

reabsorção óssea (FGF-

2) 

IGF 

Células endoteliais, 

condrócitos, hepatócitos, 

osteoblastos, plaquetas 

Regulação dos efeitos do 

hormônio do crescimento 

Proliferação de 

osteoblastos e síntese 

da matriz óssea, 

reabsorção óssea 

PDGF 

Células endoteliais, 

macrófagos, monócitos, 
osteoblastos, plaquetas 

Proliferação de células do 

tecido conjuntivo, 

quimiotaxia de monócitos 

/ macrófagos e células 
musculares lisas, 

angiogênese 

Migração, proliferação 

e diferenciação de 
osteoprogenitores 

TGF-β 

BMSC, condrócitos, 

células endoteliais, 

fibroblastos, macrófagos, 

osteoblastos, plaquetas 

Imunossupressão, 

angiogênese, estimulação 

do crescimento celular, 

diferenciação e síntese 

ECM 

Proliferação 

indiferenciada de 

células mesenquimais, 

recrutamento de 

precursores de 

osteoblastos; 

diferenciação de 

osteoblastos e 
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condrócitos (mas 

inibição da 

diferenciação terminal), 

produção de matriz 

óssea, recrutamento de 

precursores de 

osteoclastos 

VEGF Osteoblastos, plaquetas Angiogênese 

Conversão de 

cartilagem em osso, 
proliferação e 

diferenciação de 

osteoblastos 

 

Nas últimas décadas a engenharia de tecidos vem buscando utilizar estes fatores de 

crescimento na construção de biomateriais inteligentes para regeneração tecidual (GUAN et al., 

2020; ZHANG et al., 2021). A fonte destes fatores de crescimento pode se dar através de proteínas 

recombinantes ou de fonte autóloga (ZAFAR et al., 2020; ZHANG et al., 2021; ZHAO et al., 

2015). Dentre os biomateriais propostos destacam-se o uso de hidrogéis capazes de serem 

injetados no local da lesão e prover a distribuição destes fatores de crescimento de modo 

localizado (HAUGEN et al., 2020; REN et al., 2020; ZAFAR et al., 2020). 

Em um trabalho de revisão Ren et al. descrevem que fatores de crescimento podem ser 

ligados covalentemente a fibrina através de reação com o fator de coagulação XIIIa, se ligando 

assim aos resíduos de lisina da rede de fibrina (REN et al., 2020). Diversos fatores de crescimento 

não possuem em suas sequencias domínio de ligação com metais o que dificulta sua direta 

interação com hidroxiapatita e outros cálcio-fosfatos, por isso é necessário a interação destes com 

proteínas do matriz extracelular óssea como osteocalcina e osteoconectina (REN et al., 2020). 

1.6 Sinalização celular baseada em fatores de crescimento como 

estratégia na bioengenharia de tecidos 

Células contém uma série de receptores especializados em sua membrana que ao 

interagirem com os diferentes fatores de crescimento desencadeiam vias de sinalização 

específicas (GUAN et al., 2020; NADHAN; SRINIVAS; PILLAI, 2020). Estes receptores são 

classicamente relatados como do tipo tirosina quinase (RTKs) e, de modo resumido, após o 

estímulo de fatores de crescimento estes receptores se homo ou heterodimerizam e ocorre a 

fosforilação de resíduos tirosina da porção intracelular (ZAMBUZZI et al., 2011a). Após este 

primeiro evento, proteínas sinalizadoras que contenham domínios SH2 ou SH3 interagirem os 

resíduos de fosfotirosina e disparam uma cascata de sinalização modulada por proteínas quinase 

e fosfatase (BIRGE et al., 1996). Vias de sinalização celulares clássicas com MAPK, PI3K-AKT, 

JAK-STAT são exemplos de vias moduladas por fatores de crescimento (DUDU et al., 2012; 

KATZ; AMIT; YARDEN, 2007; SEIF et al., 2017; SHI et al., 2019). 
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Uma série de trabalhos vem nos últimos anos explorando o efeito de fatores de 

crescimento entregues via biomateriais em diversos tecidos. A associação de IGF com fibrina-

colágeno foi estudada para a engenharia de tecidos da bexiga e musculoesquelético (VARDAR 

et al., 2016; WITT et al., 2017) e com PLGA para cartilagem (WEI et al., 2020). VEGF foi 

associado a TCP, PLGA e GelMA (Gelatina metacrilada) para confecção de materiais com maior 

poder de indução da angiogênsese no local da lesão (BYAMBAA et al., 2017; FAHIMIPOUR et 

al., 2017). O efeito de indução da angiogênese e  da osteogênese de PDGF também foi estudado 

em associação a TCP, PLLA e PLGA (ALKINDI et al., 2021; JIN; MA; GIANNOBILE, 2010; 

LEE et al., 2020). FGF e BMP2 foram associadas a hidroxiapatita através de nanofibras de 

gelatina e foram utilizados em modelo de diferenciação osteoblástica utilizando células 

mesenquimais de tecido adiposo (UDOMLUCK et al., 2020). Esses são alguns exemplos de 

trabalhos que buscam a incorporação de fatores de crescimento a biomateriais na busca de 

modular as etapas da regeneração tecidual. No entanto, a maioria desses trabalhos apresentam 

uma lacuna na exploração de vias de sinalização celulares clássicas, focando na expressão 

genes/proteínas como colágeno, RUNX2, osterix, osteocalcina, dentre outras pertencentes ao 

processo de diferenciação osteoblastica e matriz óssea. 

1.7 Plaquetas: Biologia e fonte de autóloga de moléculas ativas  

Plaquetas são células componentes do sangue essenciais para a hemostasia atuando na 

manutenção da integridade vascular quando estão são lesionadas (SHARDA; FLAUMENHAFT, 

2018). Com formato discoide e anucleadas, plaquetas vem ganhando atenção devido a descoberta 

de sua participação em distintos processos biológicos como angiogênese, cicatrização, metástase, 

inflamação, imunidade inata, crescimento e desenvolvimento (BURNOUF et al., 2014; KERR et 

al., 2013; SHARDA; FLAUMENHAFT, 2018). Originadas através da apoptose de 

megacariócitos a medula óssea durante o processo de apoptose, plaquetas possuem a maquinaria 

celular da célula-mãe para seu funcionamento normal, o que acarreta em sofrerem o processo de 

apoptose como qualquer célula nucleada, exceto pelos eventos de apoptose nuclear (THUSHARA 

et al., 2015). A apoptose em plaquetas é responsável pelo evento conhecido por degranulação 

plaquetária ou a exocitose granular, que pode ser considerado o evento central à função 

plaquetária, sendo parte de todo rol de atividades plaquetárias (SHARDA; FLAUMENHAFT, 

2018; THUSHARA et al., 2015). São três os principais tipos de grânulos, conhecidos, presentes 

em plaquetas: Grânulos alfa, densos e lisossomos (SHARDA; FLAUMENHAFT, 2018). 

Importante destacar que diversos autores atribuem a esse conjunto de grânulos o termo 

micropartículas de plaquetas (PMP). 

Medindo cerca 200-500 nm, os grânulos-alfa são estruturas exclusivas de plaquetas sendo 

os tipos mais abundantes de grânulos com cerca de 50-80 por plaqueta, sendo responsável por 
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cerca de 10 % de seu volume. Já os grânulos-denso são os segundos mais abundantes, com cerca 

de 3-10 por plaqueta e diâmetro com aproximadamente 150 nm. Também são estruturas 

exclusivas a plaquetas. Por fim, plaquetas possuem cerca de 1-3 lisossomos e peroxissomos, 

porém sua função em plaquetas permanece desconhecida. Seu diâmetro é de aproximadamente 

200-250 nm (CÜCE; MURAD, 2012; SHARDA; FLAUMENHAFT, 2018). Estes distintos 

grânulos possuem conteúdos de biomoléculas distintas (FARIA et al., 2021; SHARDA; 

FLAUMENHAFT, 2018). 

O processo de ativação plaquetária ocorre pela interação de diversos agonistas com 

receptores de membrana (DAVLOUROS et al., 2016; FARIA et al., 2021; WU; HEEMSKERK; 

BAATEN, 2021). Proteínas como colágeno, fibrina, fibronectina, trombina, fator de von 

Willebrand são alguns exemplos de agonistas para a ativação plaquetária (FARIA et al., 2021; 

HORSTMAN et al., 2010; JURK; KEHREL, 2005). A ativação plaquetária é um processo 

biológico fundamental para a manutenção da integridade vascular, porém sua desregulação é 

observada em uma série de doenças. Após a ativação uma série de eventos ocorrem para a 

conversão do fibrinogênio, uma proteína solúvel no plasma, para fibrina, um polímero insolúvel, 

por meio de ação da enzima trombina (WU; HEEMSKERK; BAATEN, 2021). 

Uma série de proenzimas auxiliam esta etapa, que ao final promove a formação do 

coágulo formado pela rede de fibrina. Estas, conhecidas como fatores de coagulação, foram 

nomeadas de I a XIII de acordo com a ordem de sua descoberta (WU; HEEMSKERK; BAATEN, 

2021). O cálcio iônico, designado como fator IV, exerce um papel importante neste processo 

modulando diversas reações na cascata de coagulação, sendo concentrações de cálcio sério acima 

de 0,9 mM sendo capazes de promover a coagulação (DAVLOUROS et al., 2016; SINGH et al., 

2019; VARGA-SZABO; BRAUN; NIESWANDT, 2009). A Figura 5 contém um esquema da 

complexa cascata de coagulação, com especial destaque para a participação do cálcio. 
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Figura 5 - Esquema da cascata de coagulação (Figura obtida em 

https://nurseyourownway.com/2016/04/05/the-clotting-cascade-made-easy/ . Acesso em 28/06/2021). 

1.8 Plasma-rico em Plaquetas (PRP): processo de obtenção, 

resultados preliminares e aplicações clínicas 

O processo de obtenção do PRP é baseado em isolar a porção do plasma e em seguida 

concentrar as plaquetas de um doador. Em uma revisão publicado pelo grupo de Dhurat e Sukesk 

foram discutidas as principais estratégias (DHURAT; SUKESH, 2014). De modo geral, existem 

dois métodos principais, segundo Dhurat e Sukesh: método do PRP puro e método “buff-coat”, 



15 
 

utilizado para a produção de PRP rico em leucócitos (L-PRP). Ambos os procedimentos 

consistem em duas etapas de centrifugação, com diferença nas velocidades aplicadas em cada 

etapa. Após a primeira centrifugação o sague é divido em três frações, a inferior contém 

eritrócitos, a superior contendo plasma e plaquetas e uma camada fina intermediária, conhecida 

como “buffy coat”, contendo leucócitos. O método do PRP puro consiste em coletar toda a porção 

superior (Plasma e plaquetas), e realizar uma segunda centrifugação para concentrar as plaquetas 

na porção inferior. Já para o método do “buffy coat” a camada de leucócito também é coletada e 

em seguida levada para uma segunda centrifugação onde leucócitos serão removidos do PRP. 

A escolha das velocidades das centrifugações é oposta para cada método: para o PRP puro 

primeiro se realiza uma centrifugação lenta e depois uma mais rápida, já para o método “buffy 

coat” primeira é realizada uma rápida e depois uma lenta. Parâmetros como temperatura, tempo 

de centrifugação e intervalos entre as centrifugações são importantes para a otimização da 

obtenção do PRP (AMABLE et al., 2013; DHURAT; SUKESH, 2015). A revisão de Dhurat e 

Sukesk indicou o método proposto por Amable et al. como o melhor procedimento para obtenção 

de PRP baseado no isolamento de plaquetas e quantificação de citocinas e fatores de crescimento 

após ativação plaquetária (AMABLE et al., 2013; DHURAT; SUKESH, 2015). O método 

proposto por Amable et al. consiste em uma primeira centrifugação lenta a 300 × g por 5 minutos, 

seguida de uma centrifugação mais forte a 700 × g por 17 minutos. A ativação plaquetária se deu 

utilizando 20 mM de CaCl2 (AMABLE et al., 2013). 
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Figura 6 – Esquema do processo de obtenção do plasma-rico em plaquetas. Figura obtida em 

https://jcadonline.com/platelet-rich-plasma-review/ 

O primeiro artigo sobre PRP foi publicado em 1954 (SCULLY; NASEEM; MATSAKAS, 

2018). Um importante aspecto do uso do PRP no tratamento de lesões é a possibilidade de se 

fazer o tratamento com o plasma obtido do próprio paciente, desta forma personalizando o 

tratamento. Embora a técnica padrão-ouro seja o uso de osso autólogo, PRP vem cada vez mais 

sendo utilizado no tratamento de patologias relacionadas ao tecido ósseo, tais como, osteoartrite, 

intervenções de substituição de dente, injeções durante artroscopia, dentre outras, devido a sua 

capacidade em promover angiogênese e proliferação de osteoblastos, condições fundamentais 
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para a recuperação da lesão (GAVIÑO ORDUÑA et al., 2017; VY et al., 2013; WANG et al., 

2017b). Para ossos longos, embora os dados para testes com animais in vivo indiquem resultados 

promissores, testes clínicos ainda não levaram a uma conclusão sobre o uso do PRP no tratamento 

(GRIFFIN et al., 2012). Griffin et al. afirmou que embora não possa ser descartado um benefício 

do uso de PRP na cicatrização de ossos longos, ainda são necessários mais ensaios para sustentar 

o uso desta prática durante a intervenção. O uso de PRP vem sendo associado a diferentes 

biomateriais na busca por melhores resultados (GRIFFIN et al., 2012). 

Hidroxiapatita, quitosana, hidrogeis e diversos polímeros são alguns exemplos de 

biomateriais que vem sendo associados ao PRP (GAO et al., 2019; MARTINEZ-ZELAYA et al., 

2019; WANG et al., 2017b). Estes materiais já vêm inclusive sendo aplicados na modificação de 

superfícies de biomateriais visando a melhor adesão celular, promovendo assim uma melhor 

osteointegração (GAVIÑO ORDUÑA et al., 2017; GRIFFIN et al., 2012). Embora algum 

progresso tenha sido alcançado neste cenário, ainda existe uma lacuna em estudos de 

caracterização físico-químicas destes compósitos, bem como poucos estudos que explorem 

mecanismos moleculares da resposta de células submetidas a estes biomateriais e aplicadas para 

design de biomateriais funcionais, através da bioimpressão de tecidos. Os artigos científicos 

recentes apontam a bioimpressão em 3D e as aplicações da manufatura aditiva para o 

desenvolvimento de uma tecnologia híbrida, como uma das mais importantes perspectivas na área 

da engenharia de tecidos (BILLIET et al., 2012; DEMIRTAŞ; IRMAK; GÜMÜŞDERELIOĞLU, 

2017; FARAMARZI et al., 2018). Por exemplo, a produção de arcabouços poliméricos sólidos 

tem sido combinada a hidrogéis carreados com células (DEMIRTAŞ; IRMAK; 

GÜMÜŞDERELIOĞLU, 2017; SCHUURMAN et al., 2011; SONG et al., 2020); a tecnologia de 

impressão em 3D tem sido combinada a deposição de esferóides formados a partir de células 

(DUARTE CAMPOS et al., 2020; KIM et al., 2010; SCHON et al., 2012; UTAMA et al., 2020). 

1.9 Justificativa 

A busca por biomateriais capazes de modular a resposta celular e estimular a regeneração 

tecidual é um dos grandes desafios de nosso tempo (HAUGEN et al., 2019). Avanços foram 

obtidos, porém ainda existem lacunas a serem preenchidas na obtenção de um “biomaterial ideal” 

para o tecido ósseo (ZADPOOR, 2020). Novas tecnologias vêm sendo incorporadas como 

bioinformática, inteligência artificial, bioimpressão 3D, organ on-na-chip, dentre outros, no 

desenvolvimento de biomateriais nos últimos anos (LAKHANI, 2016). Nosso grupo vem na 

última década investigando a resposta celular a biomateriais com um olhar para a transdução de 

sinais em vias como de adesão, sobrevivência, proliferação e diferenciação celular (DA COSTA 

FERNANDES et al., 2018a; FERNANDES et al., 2018; ZAMBUZZI et al., 2014). Esse repertório 
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nos posiciona no centro da discussão sobre a incorporação dessas ferramentas, bem como na 

proposição de novos materiais (GILBERT TRIPLETT; BUDINSKAYA, 2017). 

Neste contexto, entendendo o potencial do PRP como uma fonte autóloga de fatores de 

crescimento, já amplamente utilizada em diversos procedimentos terapêuticos, propomos o seu 

uso em biomateriais para regeneração óssea. Devido a curta vida de plaquetas, “fator ativo do 

PRP”, levantamos a possibilidade da liofilização do PRP para aumentar sua vida útil. O liofilizado 

então irá compor nosso material proposto, que também conta com a presença de fosfatos de cálcio, 

como hidroxiapatita e fosfato tricálcio, numa rede de alginato, compondo assim um hidrogel para 

entrega de moléculas de interesse ao tecido ósseo. 

1.10 Objetivo 

Desenvolvimento de um biomaterial associando plasma-rico em plaquetas à 

hidroxiapatita/fosfato tricálcio capaz de impactar a performance celular e regeneração óssea. 

1.10.1 Objetivos específicos 

i. Obter e caracterizar o liofilizado de PRP; 

ii. Investigar mecanismos moleculares da performance celular de células 

mesenquimais e pré-osteoblastos desafiadas por PRP ou liofilizado; 

iii. Associar o liofilizado de PRP à hidroxiapatita/TCP e caracterizar físico-

quimicamente; 

iv. Investigar mecanismos moleculares da performance celular de células pré-

osteoblasto e macrófagos desafiadas por meio condicionado pelo compósito 

desenvolvido. 
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Capítulo 3 

 

 

 

 

 

 

Liofilizado de plasma-rico em plaquetas humano: 

Obtenção e caracterização. 
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3.1 Resumo do capítulo 

Lesões ósseas constituem um dos problemas mais prementes na área médico-

odontológica. Embora o tecido ósseo seja um tecido altamente dinâmico com boa capacidade de 

se regenerar, faz-se necessário intervenções que visem a diminuição de seu tempo de regeneração 

assim contribuindo para um aumento na qualidade de vida do paciente. Plasma-rico em plaquetas 

(PRP) vem sendo utilizado na regeneração tecidual de diferentes órgãos devido ao seu amplo 

conteúdo de biomoléculas, como fatores de crescimento, hormônios, miRNAs, íons, dentre 

outros, promovendo assim um tratamento autólogo. Uma vez que plaquetas são extremamente 

frágeis e com ciclo de vida de poucos dias, a liofilização do PRP vem sendo proposta como um 

método de aumentar seu tempo de armazenamento. Neste capítulo realizamos o processo de 

obtenção e liofilização do PRP. Utilizamos técnicas de caracterização físico-química para melhor 

compreendermos seu conteúdo e avaliamos seu impacto na performance de células pré-

osteoblásticas. Nossos resultados demostram um conteúdo altamente proteico, com presenças de 

citocinas importantes como IL1β e TNFα. Os tratamentos com PRP e Liofilizado não 

apresentaram citotoxicidade e ambos modularam a expressão gênica relativa de diversos 

biomarcadores de processos biológicos. 

3.2 Materiais e métodos 

3.2.1 Coleta de sangue e obtenção do plasma rico em plaquetas (PRP): 
líquido e liofilizado 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comitê de ética local protocolo número: 

25841919.6.0000.5411. O sangue foi coletado através de punção venosa em tubos a vácuo (3,6 

mL) contendo citrato de sódio (3,8 %). Os tubos foram homogeneizados suavemente, através de 

inversão do tubo, para evitar a lise das plaquetas. Em seguida os tubos foram mantidos em 

descanso em isopor por 30 minutos. Após este período, os tubos foram centrifugados a 300 × g 

por 5 minutos, temperatura ambiente, em uma centrifuga IntraSpin (Intralock). Após a 

centrifugação, foi coletado todo o plasma (incluindo o buffy coat) e transferido para tubos falcons 

de 15 mL estéreis. Estes foram então centrifugados a 700 × g por 15 minutos a 16°C, em uma 

centrífuga Universal 320 R (Hettich). Em seguida, os tubos foram mantidos em temperatura 

ambiente e na posição vertical por mais um descanso de 40 minutos. Ao final, os ⅔ superiores da 

solução foram considerados plasma pobre em plaquetas (PPP) e o ⅓ inferior plasma rico em 

plaquetas (PRP). O volume de PRP foi então dividido em duas partes iguais. Uma foi mantida em 

agitação até a hora do uso e outra aliquotada em volumes de 1 mL em tubos falcons de 15 mL e 

congeladas a - 80 ° C por 1 hora. Após esse período, os tubos foram liofilizados em um 

equipamento L101 (LIOTOP) por 24 h. Após uso, PPP e PRP foram armazenados a - 80 ° C. PRP 

liofilizado foi armazenado em geladeira. 
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3.2.2 Cultura de células 

Células MC3T3-E1 foram cultivadas em meio de cultura alfa-MEM (Vitrocell, 

Campinas, SP, Brasil), suplementado com soro fetal bovino (10 %), antibiótico e antimicótico, e 

mantidas em estufa úmida a 37 ° C e 5 % de CO2. Meio osteoindutor foi produzido suplementado 

o meio de cultura com 50 μg/ml de fosfato de ácido L-ascórbico, 10 mM de β-glicerofostato e 

100 nM de dexametasona. 

3.2.3 Condicionamento do meio de cultura com PRP e liofilizado 

Alfa-MEM (10% SFB) foi condicionado com PRP liquído e liofilizado por 24 h em estufa 

úmida a 37 ° C e 5 % de CO2. Para o PRP liquído, 1 mL de PRP foi adicionado a 9 mL de meio. 

Já para o PRP liofilizado, 100 mg foram diluídas em 10 mL de meio. A ativação plaquetária foi 

realizada com adição de 20 mM de CaCl2. Após o período de 24 h, foi observado a presença de 

um gel no meio de cultura em ambos os grupos. O gel foi coletado e armazenado a - 80 ° C. O 

meio condicionado foi coletado e utilizado nos seguintes experimentos: liberação de proteínas no 

meio, ELISA, viabilidade celular e expressão gênica relativa. Concentração de proteínas foi 

determinada utilizando o DC Protein Assay (BioRad). 

3.2.4 Viabilidade celular: MTT 

A viabilidade do meio condicionado com PRP e liofilizado foi avaliada utilizando o 

ensaio de MTT. O meio condicionado (ver Condicionamento do meio de cultura com PRP e 

liofilizado) foi utilizado em sua concentração inicial e em oito diluições seriadas. Meio de cultura 

sem tratamento foi utilizado como controle. Células MC3T3-E1 foram semeadas a 5 × 104 células 

por mL em placas de 96 poços. Após 24 horas as células foram tratadas por adicionais 24 horas, 

quando o meio foi coletado e outro meio contendo o MTT foi adicionado. Após 4 horas, o meio 

contendo MTT foi retirado e o formazan formado foi diluído em DMSO, o qual foi medido em 

microleitor de placas a absorbância de 570 nm (Synergy HTX multi-mode, BioTek, EUA). 

3.2.5 Liberação de proteínas pelo liofilizado 

PRP liofilizado foi diluído em meio de cultura conforme o item anterior e mantido em 

estufa úmida a 37 ° C e 5 % de CO2 por 24h. Após esse período e a formação do gel foi 

considerado o dia 0. O meio foi coletado nos tempos de 1, 2, 3, 8 e 35 dias e a concentração de 

proteínas foi determinada utilizando o DC Protein Assay (BioRad). Meio de cultura sem adição 

de PRP foi considerado controle. 
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3.2.6 Análise imunoenzimático do tipo ELISA 

As concentrações das citocinas pró-inflamatórias, TNFa e IL-1β no sobrenadante do meio 

de cultivo celular foram determinados utilizando os kits Human IL-1 beta/IL-1F2 (Ref.: 

HSLB00D) e Human TNF-alpha Quantikine HS ELISA (Ref.: HS200) (Quantikine® HS ELISA). 

Para isso o meio de cultivo condicionado por PRP e Liofilizado foi recolhido após 24 horas de 

condicionamento e armazenado a -80 ° C. Inicialmente foram adicionados 50 μL de diluente de 

ensaio RD1-63 por poço, em seguida 100 μL de cada amostra e da curva padrão foram 

adicionados aos poços e a placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente, protegidas da 

luz e agitação constante. Após o período de incubação, as placas foram lavadas 4X com 400 μL 

de tampão de lavagem (Wash Buffer) e então adicionados 200 μL de conjugado anti IL-1β e anti 

TNFa em cada poço e incubou-se por 1 hora em temperatura ambiente no agitador orbital. Após 

o período de incubação, as placas foram lavadas 4X com 400 μL de tampão de lavagem (Wash 

Buffer), incubadas com 200 μL de Estreptavidina Polímero-HRP (1X) para cada poço, novamente 

lavadas. Após 30 minutos de incubação com 200 μL de solução de substrato (Substrate Solution) 

foram adicionados 50 μL de solução de parada (Stop Solution) a cada poço a densidade óptica de 

cada poço foi determinada, usando leitor de microplaca definido para 450 nm com a correção do 

comprimento de onda de 540 nm. 

3.2.7 Expressão gênica relativa: RT-qPCR 

Células MC3T3 foram semeadas a 5 × 104 células por mL em placas de 6 poços. Após 

tratamento, as células foram coletadas, homogeneizadas em TRIzol® e armazenadas em 

biofreezer a -80 °C. Para isolar o RNA total foi utilizado o método 

TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, de acordo com as especificações do fabricante. A quantidade 

e pureza do RNA extraído foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as 

razões OD 260/280 (≥ 1,8) e OD 260/230 (≥ 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, 

Uniscience). A transcrição reversa dos RNAs extraídos, realizada com kit SuperScript First 

Strand. As reações para o estudo do padrão de expressão dos possíveis genes foram realizadas em 

triplicata utilizando SYBR Green Master Mix (q-PCR®, Promega) e iniciadores específicos 

(Primers) mostrados na Tabela 1. Para o cálculo da quantidade relativa utilizou-se o método limiar 

crítico comparativo 2−ΔΔCt, sendo os resultados expressos como média ± desvio padrão de 3 

experimento independentes realizados em triplicatas e como o controle interno o gene GAPDH. 
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Tabela 3 - Lista de sequencias de primers utilizadas neste trabalho. 

Gene (ID) Forward Reverse 

Cdk2 (12566) TACCCAGTACTGCCATCCGA CGGGTCACCATTTCAGCAAA 
Cdk4 (12567) TCGATATGAACCCGTGGCTG TTCTCACTCTGCGTCGCTTT 

Cdk6 (12571) TTCTCACTCTGCGTCGCTTT CGCCGATCAGCAGTATGAGT 

P21 (12575) CGCCCGATCAGCAGTATGAGT GCCGGGCTCTGGAACTTTAT 

Bmp2 (12156) GGTCACAGATAAGGCCATTGC GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG 
Tnfα (21926) CCACATCTCCCTCCAGAAAA AGGGTCTGGGCCATAGAACT 

Nfkb (18033) GGTTCAGGAGCTGCTGAAAC GGTTCAGGAGCTGCTGAAAC 

Il1r1 (16177) ACCCCCATATCAGCGGACCG TTGCTTCCCCCGGAACGTAT 
Myd88 

(17874) 
ATGGTGGTGGTTGTTTCTGACGA 

GCAAGGGTTGGTATAGTCGCATAT

A 

Il6 (16193) AGTTGCCTTCTTGGGACTGA CAGAATTGCCATTGCACAAC 
Il18 (16173) ACTTTGGCCCGACTTCACTGT GGGTTCACTGGCACTTTGAT 

Il33 (77125) CCTTCTCGCTGATTTCCAAG CCGTTACGGATATGGTGGTC 

Nrlp3 

(216799) 
ATTACCCGCCCGAGAAAGG TCGCAGCAAAGATCCACACAG 

Runx2 

(12393) 
GGACGAGGCAAGAGTTTCA TGGTGCAGAGTTCAGGGAG 

OPG (18383) CAGAGACTAATAGATCAAAGGCAGG ATGAAGTCTCACCTGAGAAGAACC 
OTX (170574) CCCTTCCCTCACTCATTTCC CAACCGCCTTGGGCTTAT 

OPN (20750) TTTGCTTTTGCCTGTTTGGC CAGTCACTTTCACCGGGAGG 

GAPDH 

(14433) 
AGGCCGGTGCTGAGTATGTC TGCCTGCTTCACCACCTTCT 

NOS1 (nNOS) 

(18125) 
TACTCCATCAGCTCCTCTCCA GGATGTCAAATTGTCGCTGTT 

NOS2 (iNOS) 

(18126) 
CAGCTGGGCTGTACAAACCT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 

 

3.2.8 Espectroscopia na região do infravermelho médio com transformada 
de Fourier (FTIR) 

Espectroscopia no infravermelho utilizando um espectrômetro de FTIR, Nicolet Nexus 

670 (Thermo, USA), 200 scans com resolução de 4 cm-1 em modo de transmitância e as amostras 

foram preparadas na forma de pastilhas com 200 mg de KBr contendo 2% de amostra, para a 

coleta de espectro de infravermelho com o objetivo de identificar os grupos funcionais 

característicos do material. Bandas foram identificadas utilizando o handbook “Infrared and 

Raman Characteristic Group Frequencies: Tables and Charts” (GEORGE SOCRATES, 2004). 

3.2.9 Espectroscopia na região do ultravioleta 

PRP liofilizado de quatros doadores distintos foram diluídos na proporção de 10 mg em 

1 mL de água ultrapura, em seguida foram pipetados, em triplicata, 2 µL de cada diluição em uma 

placa Take3 (BioTek) e a leitura da absorbância foi realizada em um leitor de placas Synergy 

HTX multi-mode (BioTek), varrendo de 200 nm a 400 nm, com resolução de 1 nm. 
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3.2.10 Análise dos dados 

Gráficos e testes estatísticos foram realizados nos programas Graphpad Prism7 e no 

ambiente R com pacotes base e tidyverse (R CORE TEAM, 2020; WICKHAM et al., 2019). 

Diferenças significativas entre os grupos estudados foram verificadas empregando-se a análise de 

variância (ANOVA). Nos casos em que a diferença estatística foi significativa, o teste de Tukey 

foi utilizado para testar as diferenças mínimas existentes entre os grupos estudados. Os valores 

significativos serão considerados para P < 0,05. Análise dos dados de FTIR foram realizadas 

integrando R e Python através do pacote reticulate (USHEY; ALLAIRE; TANG, 2021). Numpy 

e lmfit foram os pacotes utilizados para a manipulação e cálculos com Python (HARRIS et al., 

2020; NEWVILLE, MATTHEW; STENSITZKI, TILL; ALLEN, DANIEL B.; INGARGIOLA, 

2014) e o pacote spftir da linguagem R foi utilizado para leitura e manipulação dos espectros 

infravermelhos (VALENZUELA; RODRIGUEZ-LLAMAZARES, 2016). 

3.2.11 Desenho experimental 

 

Figura 7 - Desenho experimental do capítulo 3. 
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3.3 Resultados 

3.3.1 Coleta e liofilização de PRP 

Foram coletados 16 tubos de 4 doadores com rendimento de aproximadamente 50 mL por 

doador. Após as duas centrifugações foram obtidos aproximadamente 6 mL de PRP por doador. 

Foram observados PRP de duas colorações uma mais clara, levemente amarelado, e outra 

avermelhado. Essas cores são dependentes da qualidade da separação das hemácias após a 

primeira centrifugação. A Figura 8 contém alíquotas de PRP obtidos de um doador com a 

diferentes cores. 

 

Figura 8 - Alíquotas de PRP do doador 1. A cor das alíquotas é dependente da precisão separação na 

primeira centrífugação. 
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Após a coleta do PRP o material foi dividido em duas partes iguais e uma delas foi 

aliquotada em volumes de 1 mL em tubos falcons de 15 mL e em seguida liofilizada por 24h. 

Após este período foi obtido um material em pó que mantém a cor do líquido (Figura 9). A 

Tabela 4 contém os valores de massa para as alíquotas de PRP pesadas. Em média, foram obtidos 

200,83 ± 0,04 mg de liofilizado por mL de PRP. 

 

Figura 9 - Alíquotas liofilizadas de liofilizado de PRP. 

Tabela 4 - Massa de liofilizado para 1 mL de PRP. Alíquotas obtidas dos doares 1, 2, 3 e 4. 

Tubo Doador Tubo vazio 

(g) 
Tubo + 

liofilizado (g) 
liofilizado 

(g) 

1 1 7.06 7.21 0.15 

2 1 7.03 7.17 0.14 

3 1 7.07 7.25 0.18 

1 2 7.05 7.24 0.19 

2 2 7.08 7.29 0.21 

3 2 7.04 7.18 0.14 

1 3 7.05 7.23 0.18 

2 3 7.06 7.28 0.22 

3 3 7.06 7.32 0.26 

1 4 7.03 7.29 0.26 

2 4 7.06 7.28 0.22 

3 4 7.06 7.32 0.26 

 

Foi avaliada a liberação de proteínas ao ser diluído em água. Para isso realizamos o 

seguinte ensaio: foram pesadas massas de liofilizados entre 0 e 40 mg e em seguidas estas foram 
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diluídas em 1 mL de água ultrapura e mantidos em agitação por 24 horas no interior de geladeira. 

Após esse período a concentração proteica foi determinada utilizando a técnica de Lowry. A razão 

da escolha desta amplitude de valores de massa foi devido a curva padrão de BSA ser realizada 

dentre esses valores (conforme instruções do fabricante). 

Ao todo foram utilizados liofilizados de 4 doadores distintos em 7 experimentos distintos 

e cada experimento foi dividido em 3 amostras. Foi realizada a regressão linear nos utilizando a 

linguagem R com os pacotes base e tidyverse. A Figura 10 contém o gráfico das amostras totais, 

enquanto a Figura 11 contém os gráficos coloridos pelos doadores individualmente, e a  

Tabela 5 contém os parâmetros de regressão linear. 

 

Figura 10 - Liberação de proteínas pelo liofilizado diluído em água. 
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Figura 11 - Liberação de proteínas pelo liofilizado diluído em água, colorido pelos distintos doadores das 

amostras. 

Tabela 5 - Parâmetros da regressão linear considerando cada doador individualmente ou o total. 

 Coeficiente 

angular (A) 

Coeficiente 

linear (B) 

R2 

Doador 1 0.942 -0.448 0.591 

Doador 2 1.06 -2.05 0.965 

Doador 3 0.952 -0.0577 0.967 

Doador 4 1.13 -2.19 0.801 

Total 0.98 -0.828 0.832 
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3.3.2 Espectroscopias nas regiões do infravermelho médio e 

ultravioleta 

Para a leitura do espectro ultravioleta a massa de 10 mg de liofilizado de quatro doadores 

distintos foi diluída em 10 mL de água ultrapura. Foi lido o espectro de 200 nm a 400 nm. Foi 

observada um perfil similar no espectro para todos os doadores (Figura 12). Foram tabelados os 

valores de absorbância nas regiões de 230 nm e 280 nm, relacionados a presença de proteínas na 

amostra, e 260 nm, relacionado a presença de moléculas de RNA na amostra. A Tabela inserida 

na Figura 6 contém as razões de absorbância RNA (260 nm) por proteína (230 nm e 280 nm) 

demonstrando um maior predomínio do conteúdo proteico. 

 

Figura 12 - Espectro ultravioleta dos PRP liofilizados diluídos em água. 

Análises de FTIR foram realizadas para observar as características físico-químicas dos 

liofilizados de PRP obtidos a partir de quatro doadores humanos. A Figura 13 contém o espectro 

infravermelho obtido. O perfil físico-químico se manteve similar entre os diferentes doadores. Na 

região do espectro de 2000 a 800 cm-1 foram observadas diversas bandas em comum aos grupos. 

Estas bandas foram identificadas utilizando R integrado com Python. A função spsga foi utilizada 

para a suavização dos espectros através do método de Savitzky-Golay (polinômio de ordem 2 e 

janela de 11 pontos), em seguida a função spmblp foi utilizada para a correção da linha de base. 

A média dos valores de absorbância para os quatro diferentes espectros foi então calculada e em 

seguida normalizada para valores entre 0 e 1. O espectro foi convertido para um objeto Python 

onde o pacote lmfit foi utilizado para o cálculo do modelo não linear das bandas deconvoluídas 

utilizando um modelo compostos por funções de Voigt. Foram encontradas 13 diferentes bandas 

(Tabela 6). 
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Figura 13 - Espectro infravermelho dos liofilizados dos diferentes doadores. Dados apresentados em 

absorbância normalizada entre 0 e 1. 

Tabela 6– Bandas encontradas utilizando deconvolução. 

Banda 
Centro 

(cm-1) 
Amplitude sigma gamma 

v01 1648.697 69.99608 18.69547 15 

v02 1542.212 22.5 10.58821 9 

v03 1444.927 3.585641 7.976932 7 

v04 1396.136 11.40277 9.993366 8 

v05 1242.705 14.89119 14.79161 18 

v06 1159.425 12.64502 9.00896 30 

v07 1073.196 7.936493 15.01546 10 

v08 1301.708 9.999983 9.248063 30 

v09 1516.347 8.999791 6.997941 5.6 

v10 1683.369 20.72228 13.83107 9 

v11 1573.928 14.97478 13.36088 11 
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v12 1035.794 9.629726 18.78754 10 

v13 1105.28 9.70628 19.50508 10 

 

A banda centrada em 1648 e 1683 cm-1 é relatada como referente a presença da função 

amidas primárias na amostra (N-H dobra). Já a banda em 1516, 1542, 1573 cm-1 se refere a 

presença de amidas secundárias (N-H dobra). O grupamento ácido carboxílico foi observado na 

amostra com a presença de uma banda na região de 1444 cm-1 (O-H dobra). Bandas relativos a 

aminas terciárias foram observados em 1242 e 1301 cm-1 (Flexão de N-H acoplada ao 

alongamento CN). Foram identificadas bandas em 1035, 1073 e 1105 cm-1 relativos ao grupo 

PO4
3-. Bandas em 1396 cm-1 e em 1159 cm-1 também foram encontradas. Fora desta região 

destacada, há de se ressaltar a presença de uma banda presentes entre todos os liofilizados na 

região de 3000 a 2800 cm-1, está relacionada a aldeídos (C-H estiramento) e/ou alcanos (H-C-H 

estiramento assimétrico e simétrico). 

 

Figura 14 - Modelo de bandas deconvoluídas em para o espectro normalizado do PRP. Bandas 

deconvoluídas foram representados em vermelho, pontos azuis representam os dados experimentais, a linha 

preta contém o modelo da soma das 13 bandas encontradas. Os resíduos calculados para cada número de 

onda foram representados na figura inferior. Linhas tracejadas representam variações de ± 0,025 (relativo 

a um erro de 5%). 
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3.3.3 Liberação de proteínas no meio de cultura 

Ao começarmos a trabalhar com PRP e Liofilizado em ensaios in vitro observamos a 

formação de um gel nas placas. Ao ser formado, este gel acabava por englobar o tapete celular e 

assim nas etapas de cultura celular que envolviam aspiração do meio acarretava a aspiração do 

gel junto ao tapete celular. Essas complicações técnicas fizeram com que tivéssemos um atraso 

no cronograma para superar essa etapa. 

A fim de verificar o potencial uso do PRP e do Liofilizado em ensaios in vitro, meio de 

cultura Alfa-MEM foi condicionado por 24 horas utilizando PRP e Liofilizado. Após esse período 

foi observado a formação de géis no meio de cultura. A Figura 15 contém um falcon com meio 

condicionado com PRP na qual o gel formado foi de característica que o falcon ser invertido o 

mesmo não foi escoado. A Figura 16 contém os géis fora do falcon e seu formatado alongado 

(Figura 16-a) se deve ao formato do tubo falcon. Um ponto importante foi que o gel formado 

pelo Liofilizado (Figura 16-b) se mostrou mais frágil que o formado por PRP (Figura 16-a). 

 

 

Figura 15- Gel formado em meio de cultura (Alfa-MEM) com PRP. Perceba que o gel formado acabou por 

fechar o falcon de modo que ser invertido o líquido não desce. 
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Figura 16 - Géis formados em meio de cultura condicionado por (a) PRP e (b) Liofilizado. 

A cinética de liberação de proteínas foi avaliada ao longo de 35 dias. Nos dias, 0 (dia da 

formação do gel), 1, 2, 3, 8 e 35 foi coletado 1 mL do meio condicionado e o a concentração de 

proteínas foi avaliada. A Figura 17 mostra que após a formação do gel (Dia 0) a concentração de 

proteína encontra-se em um platô em aproximadamente 15 mg/mL. A Tabela 7 contém os valores 

medidos da concentração de proteínas liberadas no meio de cultura. 

 

Figura 17- Liberação de proteínas em meios de cultura com 10% PRP ao longo de 35 dias. Note que houve 

um aumento na concentração de proteínas liberadas no início, a qual se manteve constante nos períodos 

subsequentes. 
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Tabela 7 - Concentração de proteínas liberadas no meio de cultura condicionado por PRP. 

Grupo 
Concentração de 

proteína no meio (mg/mL) 

Ctrl 2.985 

Dia 0 15.647 

Dia 1 14.403 

Dia 2 14.925 

Dia 3 14.751 

Dia 8 15.622 

Dia 35 16.020 

 

Por fim foi realizado o ensaio de ELISA para a concentração das citocinas Il1β e Tnfα 

nos grupos meio condicionado por PRP e Liofilizado, meio alfa-MEM foi utilizado como 

controle. O grupo Liofilizado apresentou diferenças significativas nas concentrações de Il1β e 

Tnfα quando comparado ao grupo PRP utilizando teste ANOVA (P = 2,76 × 10-5 para Il1β e P = 

3,21 × 10-6-). A concentração de Il1β foi de 5,63± 0,32 pg/mL para o grupo PRP e de 9,23±1,39 

pg/mL, teste de múltiplas comparações de média retornou um valor de P-ajustado = 4,08 × 10-3. 

O grupo PRP apresentou concentração de 39,52±2.29 pg/mL para Tnfα enquanto a concentração 

do grupo Liofilizado verificada foi de 61,78± 6,19 pg/mL. O teste de múltiplas comparações de 

média retornou um valor de P-ajustado = 9,16 × 10-4. A  

Figura 18 traz os gráficos do ensaio de ELISA. 

 



46 
 

Figura 18 - Ensaio de ELISA para as citocinas Il1β e Tnfα. 

3.3.4 Viabilidade celular 

A viabilidade de células pré-osteoblásticas tratadas com PRP e liofilizado foi investigada 

utilizando o ensaio de MTT, o qual analisa atividade mitocondrial através de desidrogenases. Para 

isso 1 mL de PRP foi adicionado a 9 mL de meio Alfa-MEM, e condicionado por 24 horas. Após 

este período foi observado a formação de gel nos grupos. O meio de cultura foi então coletado, 

sendo esta a concentração C0. A partir de C0 foram realizadas 8 diluições seriadas e o meio sem 

adição de PRP/Liofilizado foi considerado controle. Após 24 horas de tratamento nenhuma 

concentração reduziu a viabilidade celular. O meio condicionado em C0 teve sua concentração de 

proteínas medida utilizando método de Lowry. A concentração de proteínas em C0 do grupo 

tratado com PRP foi de 8,69 mg/mL e para o grupo tratado com o Liofilizado foi de 12,51 mg/mL. 

A Figura 19 contém gráficos de MTT para C0 e suas diferentes diluições (A) e para os valores de 

concentração de proteínas calculados a partir de C0 (B). 

 

 

Figura 19- Ensaio de MTT para células MC3T3-E1 submetidas a diferentes concentrações de PRP e 

Liofilizado. 
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3.3.5 Expressão gênica relativa 

A expressão gênica relativa de diversos biomarcadores foi avaliada para células com o 

tratamento de PRP e liofilizado, por 24 horas. Tratamento com meio osteogênico (M.O.) também 

foi avaliado, aqui considerado um controle positivo das culturas. Para avaliar a modulação do 

ciclo celular frente aos tratamentos foram utilizados quatros biomarcadores: Quinase dependente 

de ciclina 2 (Cdk2), Quinase dependente de ciclina 4 (Cdk4), Quinase dependente de ciclina 6 

(Cdk6) e Inibidor da cinase dependente de ciclina 1 (P21). Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(Gapdh) foi utilizado com controle endógeno (housekeeping gene). 

Resultados demonstram que Cdk2 não apresentou variação nos grupos tratados. A 

expressão relativa de Cdk4 apresentou variações estatísticas para o teste de ANOVA (P = 7,88×10-

6). Foi observada uma redução da expressão gênica relativa ao compararmos os grupos tratados 

com o controle e utilizando o teste de Tukey foram observadas diferenças estatísticas (M.O.: P = 

3,48×10-4; PRP: P =6,92×10-6; Liofilizado: P = 3,21×10-5). Os tratamentos influenciaram 

significativamente a expressão relativa de Cdk6 (P = 1,64×10-3). Novamente os três tratamentos 

apresentaram redução na expressão relativa e diferenças significativas em comparação ao controle 

(M.O.: P = 3,48×10-4; PRP: P = 6,92×10-6; Liofilizado: P = 3,21×10-5). A expressão relativa de 

P21 foi sensível aos tratamentos (P = 1,34×10-2) porém apenas o tratamento com PRP apresentou 

uma redução significativa ao comparado com o grupo controle (P = 9,78×10-3). A Figura 20 

contém os gráficos para os biomarcadores de ciclo celular. 
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Figura 20 - Expressão gênica relâtiva para biomarcadores de viabilidade celular. 

Para as mesmas condições experimentais foram avaliados biomarcadores relacionados ao 

processo de diferenciação osteoblástica, o que poderia estar em envolvimento em etapas iniciais 

de diferenciação. Foram eles: Proteína morfogenética óssea 2 (Bmp2), Fator de transcrição 

relacionado a runt 2 (Runx2), Fator de transcrição Sp7 também conhecido por Osterix (OTX), 

Osteopontina (OPN) e Osteonectina (OTC). A expressão gênica relativa de Bmp2 foi impactada 

estatisticamente pelos tratamentos (P = 8,40×10-4), porém apenas o tratamento com o Liofilizado 

apresentou diferença estatística (P = 1,30×10-3). O teste de Tukey detectou também a diferença 

significativa na expressão gênica relativa quando comparados os tratamentos com PRP e 

Liofilizado (P = 1,78×10-3). 

Para Runx2 foi observada diferença significativa para a expressão gênica relativa 

utilizando ANOVA (P = 1,07×10-2), porém o teste de Tukey não detectou diferenças entre os 

tratamentos e o grupo controle (Apenas foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos PRP e Liofilizado com o grupo M.O.). OTX não teve sua expressão relativa impactada 

pelos tratamentos (P = 7,17×10-2). ANOVA detectou diferença significativa na expressão relativa 
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de OPN. O grupo tratado com PRP apresentou uma redução significativa comparado ao controle 

(P = 3,83×10-3). Por fim, expressão relativa de OTC foi modulada pelos tratamentos (P = 2.47×10-

2), porém nenhum grupo apresentou diferença quando comparado ao controle (Apenas quando 

comparados os tratamentos M.O. e Liofilizado). A Figura 21 contém os gráficos para os 

marcadores osteogênicos avaliados neste trabalho. 

 

Figura 21 - Expressão gênica relativa para biomarcadores osteogênicos. 

O último conjunto de biomarcadores avaliados foi para inflamação. Os biomarcadores 

avaliados foram: Receptor de interleucina-1 tipo 1 (Il1r1), Interleucina 6 (Il6), Interleucina 18 

(Il18), Interleucina 33 (Il33), Fator de necrose tumoral alfa (Tnfα), Óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), Proteína de resposta primária de diferenciação mielóide (MyD88), Fator de 

transcrição nuclear κβ (Nfkb), Óxido nítrico síntase (nNOS) e Proteína 3 contendo os domínios 

NACHT, LRR e PYD (Nlrp3). A expressão gênica relativa de Il1r1 foi modulada negativamente 

pelos tratamentos (P = 1,13×10-2). Apenas o tratamento com PRP apresentou diferença 

significativa comparado ao controle (P = 7,35×10-3). Il6 apresentou sua expressão relativa 

modulada negativamente pelos tratamentos (P = 8,09×10-6), com os grupos PRP e Liofilizado 

apresentando diferenças significativas comparados ao controle (PRP: P = 2,16×10-5; Liofilizado: 

P = 9,12×10-4), e a diferença ao comparar os grupos PRP e Liofilizado também foi detectada (P 

= 9,71×10-3). 

A expressão relativa de Il18 foi modulada negativamente pelos tratamentos (P = 1,77×10-

6), com os grupos M.O. e PRP apresentando diferenças significativas comparados ao controle 
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(M.O.: P = 3,72×10-4; PRP: P = 1,12×10-4). Os grupos PRP e Liofilizado apresentaram diferença 

significativa ao serem comparados (P = 1,75×10-3). Il33 teve sua expressão modulada pelos 

tratamentos (P = 1,10×10-7), com os três tratamentos apresentando diferenças estatísticas (M.O.: 

P = 6,02×10-3; PRP: P = 1,88×10-6; Liofilizado: P = 8,89×10-6). Tnfα não teve sua expressão 

modulada. A expressão de iNOS foi encontrada modulada pelos tratamentos (P = 1,49×10-3), 

porém nenhum tratamento apresentou diferença significativa ao ser comparar ao controle, porém 

foi detectada diferença significativas entre os grupos PRP e Liofilizado (P = 7,85×10-3). 

MyD88 teve sua expressão modulada negativamente pelos tratamentos (P = 3,07×10-2), 

com o grupo PRP apresentando diferença significativa (P = 3,29×10-2). A expressão de Nfkb foi 

modulada negativamente pelos tratamentos (P = 8,90×10-3), com os tratamentos com PRP e 

Liofilizado apresentando diferenças significativas ao serem comparados com o controle (PRP: P 

= 6,27×10-3; Liofilizado: P = 4,51×10-2). nNOS teve sua expressão modulada negativamente pelos 

tratamentos (P = 1,39×10-2). Os tratamentos com PRP e Liofilizado apresentaram diferenças 

significativas ao comparados com o grupo controle (PRP: P = 1,55×10-2; Liofilizado: P = 

2,54×10-2). 

Por fim, os tratamentos modularam a expressão de Nlrp3 negativamente (P = 3,52×10-5), 

com os grupos tratado com PRP e Liofilizado apresentando diferenças significativas ao serem 

comparados com o grupo controle (PRP: P = 5,11×10-4; Liofilizado: P = 2,20×10-3). A Figura 

22 contém os gráficos dos biomarcadores do processo inflamatório avaliados neste trabalho. De 

um modo geral, pareceu-nos o PRP diminuir respostas inflamatórias em células ósseas. 
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Figura 22 - Expressão gênica relativa para biomarcadores da inflamação. 

3.4 Discussão 

A regeneração do tecido ósseo é um dos grandes desafios da medicina e odontologia 

atualmente. Neste cenário, o uso de plasma rico em plaquetas vem atraindo atenção devido ao 

fato de plaquetas conterem grandes concentrações de fatores de crescimento em seus grânulos 

internos (XIE et al., 2020a); contudo, não há consenso quanto o seu efeito molecular em diferentes 

células que compõem o tecido ósseo. Fatores de crescimento impactam diretamente em diversos 

eventos celulares e moleculares, como o processo inflamatório, este sendo cada vez mais 

reconhecido como um componente crucial do processo de regeneração óssea (VISHWAKARMA 

et al., 2016; XIE et al., 2020a). Neste capítulo iniciamos a produção de PRP e seu liofilizado em 

nosso laboratório, iniciamos sua caracterização físico-química e testamos a resposta celular ao 

tratamento com estas duas condições. 

Historicamente diversos métodos para obtenção de PRP têm sido propostos. Dhurat e 

Sukesh realizaram uma revisão sobre estes e fatores que impactam na obtenção do PRP 

(DHURAT; SUKESH, 2014). Basicamente os métodos se baseiam em duas centrifugações com 

velocidades distintas: a primeira centrifugação tem como objetivo a separação das células do 

sangue (Células vermelhas, brancas e plaquetas) e a segunda necessária para concentração das 
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plaquetas. Para nosso trabalho optamos pelo método otimizado pelo grupo do nosso colaborador 

prof. Dr. José Mauro Granjeiro (AMABLE et al., 2013), na qual a primeira centrifugação é 

realizada a 300 × g por 5 minutos, as células vermelhas são descartadas, e a segunda centrifugação 

ocorre a 700 × g por 15 minutos. Este método foi considerado o melhor método de preparo pela 

revisão de Dhurat e Sukesh (DHURAT; SUKESH, 2014). 

É importante ressaltar que após a primeira centrifugação são observadas três fases no 

sangue: células vermelhas, “buffy coat” e plasma. As plaquetas estão, fisicamente, no plasma, 

porém próximas ao “buffy coat”. Por isso é recomendado a coleta do “buffy coat” para o melhor 

rendimento da coleta de plaquetas. Em processos manuais isso pode acarretar transferir uma 

pequena quantidade de hemácias para a segunda centrifugação. E isto acarreta uma tonalidade 

avermelhada no PRP. O controle de temperatura é crucial para o preparo. Manter plaquetas em 

temperaturas entre 12 e 16 ° C ajuda a evitar a agregação e ativação plaquetária (AMABLE et al., 

2013; DHURAT; SUKESH, 2014). 

Foram coletados PRP de quatro doadores e em seguida estes foram separados em duas 

porções de mesmos volumes e uma delas foi liofilizada por 24 horas. A liofilização é uma etapa 

que visa otimizar a padronização da produção e utilização de PRP, além de promover um produto 

capaz de ser armazenado por maiores períodos, uma vez que plaquetas são extremamente frágeis 

e com ciclo de vida entre 7 e 11 dias (DA SILVA et al., 2018; XIE et al., 2020a). Estudos vem 

demonstrando inclusive que ao ser reidratado, muitas plaquetas presentes no liofilizado mantem 

características de plaquetas que não passaram por este processo (XIE et al., 2020a). Os liofilizados 

tiveram massas similares entre os três tubos de cada doador. Porém com poucos indivíduos 

coletados não é possível afirmar ser uma tendência. Os liofilizados foram então levados para 

análise de FTIR para a caracterização físico-química. Os espectros infravermelhos foram 

similares entre todos os doadores, apresentando grupamentos orgânicos indicando a presença de 

proteínas no material, como aminas primárias, secundárias e terciárias, além do ácido carboxílico.  

Foi observado também a presença da banda em 1075 cm-1 indicando a presença de do 

grupo fosfato no material. Ishii et al. demonstraram em seu trabalho que o pico de fosfato 

(1062~1080 cm-1) está relacionado com a fosforilação de proteínas (ISHII et al., 2004). Este 

resultado pode indicar que além da presença de proteínas na amostra do liofilizado, estas podem 

estar fosforiladas. 

Em seguida começamos a trabalhar com os efeitos de PRP e de seu liofilizado em cultura 

de células. Iniciamos os experimentos realizando a diluição do PRP e liofilizado diretamente no 

meio de cultura utilizado no tratamento, porém nos deparamos com a formação de gel no meio de 

cultura. Este gel, em alguns experimentos colorimétricos (como no MTT por exemplo), envolvia 

o tapete celular e nas etapas de aspiração do meio acabava por ser aspirado e levar consigo as 
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células, assim acarretando a perda do experimento. O processo de formação de géis de PRP é 

conhecido como um efeito da ativação das plaquetas. Este processo é desejado para diversos 

protocolos, sendo induzido com aplicação de cálcio e trombina (AMABLE et al., 2013; 

ESCOBAR et al., 2018; LANG; LOIBL; HERRMANN, 2018). Outros protocolos utilizam 

diferentes agonistas como epinefrina, ADP e colágeno (DA SILVA et al., 2018). Ao ser ativado 

o PRP começa a formar uma rede de fibrina dando forma ao um gel mole (DHURAT; SUKESH, 

2014; LANG; LOIBL; HERRMANN, 2018). Os meios de cultura utilizados neste trabalho (Alfa-

MEM e DMEM) contém 0,2 g/L de CaCl2 em sua composição. Esta concentração do meio de 

cultura equivale a cerca 9 % da encontrada no método de ativação por cálcio (20 mM de CaCl2 

equivalem a 2,22 g/L). 

O resultado encontrado pela diluição do liofilizado em água demonstra uma linearidade 

entre a quantidade de massa de liofilizado diluída em água e a concentração proteica (R2 = 0,832). 

Observando individualmente cada doador a linearidade também foi observada, a não ser para o 

doador 1 que teve um R2 baixo. Esse resultado é interessante pois indica que o liofilizado possuí 

uma composição altamente proteica. Importante também notar que esses resultados corroboram 

com o ensaio de espectroscopia ultravioleta e com os valores de concentração de proteína medidos 

nos ensaios que tratamos células com liofilizado diluído em meio de cultura. Utilizamos 100 mg 

para 10 mL de meio, ou seja, 10 mg/mL e foi medida a concentração de 12,51 mg/mL (Ver item 

Viabilidade celular). 

Por fim avaliamos processos biológicos importantes como viabilidade, diferenciação 

osteoblástica e inflamação através da expressão gênica relativa. Para avaliação da viabilidade 

celular foram analisadas as ciclinas Cdk2, Cdk4 e Cdk6 além da inibidora de ciclinas P21. Ciclinas 

atuam na regulação de processos biológicos como divisão celular, proliferação celular, apoptose, 

dentre outros. Cdk4 e Cdk6 tiveram sua expressão gênica relativa modulada negativamente pelos 

tratamentos com PRP e liofilizado. O tratamento com PRP também modulou negativamente P21. 

Classicamente P21 atua inibindo Cdk4 e Cdk6, de modo a impedir que a célula transite da fase 

G1 para a fase S do ciclo celular (DA COSTA FERNANDES et al., 2018a; VILGELM et al., 

2019). A modulação negativa encontrada tanto na expressão das ciclinas Cdk4 e Cdk6 quanto no 

seu inibidor P21 sugere uma fina modulação do ciclo celular, que poderia estar preparando a 

célula para um estágio de diferenciação onde o ciclo sofre um freio para expressar genes 

envolvidos com o comprometimento do tecido. 

O processo osteogênico foi pouco modulado pelos tratamentos em 24 horas. O tratamento 

com o liofilizado resultou numa alta da expressão relativa de Bmp2. Bmp2 é uma proteína 

extracelular, membra da família do fator de crescimento transformador beta (TGFβ), que se liga 

em receptores extracelulares ativando uma série de vias de sinalização e processos biológicos 
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como diferenciação celular, migração celular, resposta inflamatória. No tecido ósseo é 

relacionada com a diferenciação de células mesenquimais em osteoblastos, proliferação de 

osteoblastos e ao processo de mineralização. 

A expressão de Bmp2 apresentou diferença significativa entre os dois tratamentos (PRP - 

Liofilizado). OPN teve sua expressão relativa modulada negativamente pelo tratamento com PRP. 

OPN é uma proteína constituinte da parte orgânica da matriz óssea atuando em diversos processos 

patológicos e fisiológicos como remodelação da matriz óssea, calcificação do tecido, apoptose, 

cicatrização, metástase tumoral, dentre outras (DE FUSCO et al., 2017; SINGH et al., 2018). OPN 

pode agir como citocina pro-inflamatória, ajudando na recuperação do organismo após infecções 

ou lesões (DE FUSCO et al., 2017). Runx2, OTC e OTX não apresentaram diferenças entre os 

tratamentos. Runx2 e OTX são fatores de transcrição relacionados ao processo inicial de 

diferenciação de osteoblástica, Enquanto OTC é uma glicoproteína componente da matriz 

orgânica do tecido ósseo responsável pela ligação de cálcio (matriz inorgânica) as fibras de 

colágeno do tipo 1 (DA SILVA et al., 2019a; ROSSET; BRADSHAW, 2016; WANG; LIAO; 

CAO, 2016). A expressão desses genes será novamente verificada em tempos superiores a 24 

horas, e mostradas no próximo capítulo. Parece-nos que o PRP liofilizado dispara a via de 

sinalização envolvida com a expressão de Bmp2, que por sua vez poderá atuar de modo autócrino 

para modular a diferenciação dessas células em osteoblastos maduros e comprometidos com o 

tecido ósseo. 

Por fim biomarcadores do processo inflamatório apresentaram sua expressão modulada. 

Foram avaliadas as expressões relativas das interleucinas Il6, Il18 e Il33 além do receptor Il1r. 

Estas interleucinas têm atividade pró-inflamatória e tiveram sua expressão modulada 

negativamente pelos tratamentos com PRP e liofilizado. Para Il6 e Il18 houve diferença 

significativa entre os tratamentos. O receptor Il1r apresentou modulação negativa de sua 

expressão no grupo tratado com PRP. Tnfα, MyD88, Nfκb e Nlrp3 participam do complexo 

inflamassômico e tiveram sua expressão avaliadas (RANJAN; PATHAK, 2016; SHARMA; 

KANNEGANTI, 2016; WANG et al., 2017a). Tnfα não apresentou diferença entre os grupos. O 

tratamento com PRP diminui a expressão de MyD88. E as expressões de Nfκb e Nlrp3 foram 

moduladas negativamente para ambos os tratamentos. Nfκb é um fator de transcrição pleiotrópico 

que atua em diversos processos biológicos (BAUERNFEIND et al., 2009; LEMMERS et al., 

2007). Nlrp3 é um componente do inflamassoma respondendo a processos inflamatórios 

decorrentes de patologias (GREBE; HOSS; LATZ, 2018; KELLEY et al., 2019). Por fim, a 

expressão de iNOS e nNOS foram avaliadas, estas são proteínas presentes no citosol responsáveis 

pela produção de óxido nítrico (NO) (ZHANG, 2017). NO é uma importante molécula mensageira 

em diversos processos biológicos como angiogênese, vaso dilatação, neurotransmissor, ação 

bactericida e tumoricida, regeneração de fraturas, dentre outros. nNOS teve sua expressão 
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modulada negativamente em ambos os tratamentos, já iNOS não apresentou modulação quando 

comparada ao controle, porém as respostas aos tratamentos apresentaram diferença significativa. 

3.5 Constatações 

1. O Liofilizado se mostrou com o mesmo perfil físico-química dentre os diferentes 

doadores (humano); 

2. Ensaios in vitro com PRP e Liofilizado requerem a prévia ativação das plaquetas para 

evitar a formação de gel no tapete celular; 

3. Os tratamentos com PRP e Liofilizado não apresentaram citotoxicidade in vitro; 

4. O liofilizado de PRP tem composição altamente proteica; 

5. PRP e Liofilizado modularam a expressão gênica relativa de diversos biomarcadores de 

processos biológicos; 

6. Liofilizado manteve as propriedades do PRP e estimulou a expressão significativa de 

Bmp2. 
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Capítulo 4 

 

 

 

 

 

 

Modelo de diferenciação de células tronco 

mesenquimais submetidas ao tratamento com PRP e 

Liofilizado em períodos iniciais  
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4.1  Resumo do capítulo 

Plasma-rico em plaquetas (PRP) vem sendo proposto como alternativa no tratamento de lesões 

ósseas devido ao diverso conteúdo de biomoléculas ativas como fatores de crescimento, citocinas, 

quimiocinas, miRNAs, hormônios e íons. Múltiplos estudos clínicos foram desenvolvidos 

demonstrando eficácia do tratamento utilizando PRP, porém há uma falta de estudos que 

demonstrem seu efeito na maquinária molecular das células durante eventos biológicos de 

interesse como a diferenciação osteoblástica. Neste trabalho utilizamos meio condicionado com 

PRP e Liofilizado para tratar células tronco mesenquimais por 24 horas e 7 dias. Meio 

osteoindutor foi utilizado como marcador positivo da osteodiferenciação. Após estes períodos 

foram coletadas amostras para expressão gênica de marcadores de interesse como diferenciação, 

adesão, ciclo celular e receptores tirosina quinase. Análises de componentes principais (PCA) e 

de redes de correlação foram feitas a partir dos valores de expressão obtidos. Ao todos foram 

avaliados 48 genes e através de anova two-way foram obtidos os efeitos do tempo e dos 

tratamentos para a expressão. A Figura 23 contém um mapa molecular das vias estudadas. 

Marcadores de adesão, proliferação e viabilidade foram encontrados modulados pelos tratamentos 

com PRP e Liofilizado, com destaque para ciclinas, Src, receptores de FGF e PI3K. Já os 

marcadores da diferenciação RUNX2, SP7 e ALP apresentaram menor expressão que o grupo 

tratados com meio osteoindutor. Resultados de PCA e da rede de correlação evidenciam uma 

resposta distintas dos tratamentos com PRP e Liofilizado quando comparados com o meio 

osteoindutor. Ao todo nossos dados indicam um potencial no aumento da proliferação celular 

decorrente do efeito de PRP e Liofilizado em células tronco mesenquimas, contudo uma 

diminuição do potencial osteoindutor destes tratamentos nas mesmas. 
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Figura 23 – Mapa dos genes avaliados neste capítulo. Elementos gráficos foram obtidos no 

sitehttps://smart.servier.com/ 

4.2  Materiais e métodos 

4.2.1 Coleta de sangue e obtenção do plasma rico em plaquetas (PRP): 
líquido e liofilizado 

Ver item 3.2.1 Coleta de sangue e obtenção do plasma rico em plaquetas (PRP): 

líquido e liofilizado. 

4.2.2 Cultura de células 

As células tronco mesenquimal obtida de polpa de dente decíduo (MS) foram cultivadas 

em meio de cultura específico, suplementado com soro fetal bovino (10 %), antibiótico e 

antimicótico, e mantidas em estufa úmida a 37 ° C e 5 % de CO2. Meio osteoindutor foi produzido 

suplementado o meio de cultura com 50 μg/ml de fosfato de ácido L-ascórbico, 10 mM de β-

glicerofostato e 100 nM de dexametasona. 
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4.2.3 Condicionamento do meio de cultura com PRP e liofilizado 

Ver item 3.2.3 Condicionamento do meio de cultura com PRP e liofilizado. A única 

alteração foi a utilização de meio DMEM (Vitrocell, Campinas), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB) e 1 % antibiótico e antimicótico. 

4.2.4 Viabilidade celular: MTT 

Ver item 3.2.4 Viabilidade celular: MTT. 

4.2.5 Expressão gênica relativa: RT-qPCR 

Células MS foram semeadas a 5 × 104 células por mL em placas de 6 poços. Após 

tratamento, as células foram coletadas, homogeneizadas em TRIzol® e armazenadas em 

biofreezer a -80 °C. Para isolar o RNA total foi utilizado o método 

TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, de acordo com as especificações do fabricante. A quantidade 

e pureza do RNA extraído foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as 

razões OD 260/280 (≥ 1,8) e OD 260/230 (≥ 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, 

Uniscience). A transcrição reversa dos RNAs extraídos, realizada com kit SuperScript First 

Strand. As reações para o estudo do padrão de expressão dos possíveis genes foram realizadas em 

triplicata utilizando SYBR Green Master Mix (q-PCR®, Promega) e iniciadores específicos 

(Primers) mostrados na tabela 1. Para o cálculo da quantidade relativa utilizou-se o método limiar 

crítico comparativo 2−ΔΔCt, sendo os resultados expressos como média ± desvio padrão de 3 

experimento independentes realizados em duplicata e como os controles internos, os genes 

GAPDH e β-ACTINA. 

Tabela 8 - Lista de sequencias de primers utilizadas neste capítulos. 

Gene Forward Reverse 

IGF1R 

(3480) 

CAAGCCTGAGCAAGATGATTC GAACTTATTGGCGTTGAGGTATG 

PDGFR 

(5159) 

CAGCTCTGGCCCTCAAAGG CCAGAAAAGCCACGTTGGTG 

TGFBR2 

(7048) 

CTCCTGTGCAGCTTCCCTC CTGCACCGTTGTTGTCAGTG 

EGFR1 

(1956) 

GACAGGCCACCTCGTCG TGCGTGAGCTTGTTACTCGT 

HGFR 

(c-MET) 

(3082) 

CGACAGCTGACTTGCTGAGA CTGGATGGGAGTCCAGGAGA 
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Erbb2 

(2064) 

CATTGGGACCGGAGAAACCA AGGGGTGGTATTGTTCAGCG 

Erbb3 

(2065) 

CATCGTGAGGGACCGAGATG TGTTGCTCGAGTCCACAGTC 

Erbb4 

(2066) 

GACAGGACTTTGGGTCTGGG GCAACGTCCACATCCTGAAC 

GRB2 

(2885) 

AATGCTTAGCAAACAGCGGC TTAGACGTTCCGGTTCACGG 

SHC1 

(6464) 

GAGGTCCAACCAGGCTAAGG GGGTCCCATGACTTTGTCGT 

SOS1 

(6654) 

CTCCACGGCTGGTACCTGTG TGTCAGCACACATTGCCACT 

BMPR2 

(659) 

CATATTAGGCGTGTGCCAAAAA GCTTGTGCTTGCTGTCGTTC 

BMPR1B 

(658) 

ATTTGCAGCACAGACGGATATT GACACTGAAAATCTGAGCCTTCT 

VEGFR1 

(2321) 

CAGGCCCAGTTTCTGCCATT TTCCAGCTCAGCGTGGTCGTA 

VEGFR2 

(3791) 

CCAGCAAAAGCAGGGAGTCTGT TGTCTGTGTCATCGGAGTGATATCC 

FGFR1 

(2260) 

CTGGGTAGCAACGTGGAGTT ACCATGCAGGAGATGAGGAA 

FGFR2 

(2263) 

GGAAAAGAACGGCAGTAAAT GTAGTCTGGGGAAGCTGTAAA 

FGFR3 

(2261) 

GGGCTTCTTCCTGTTCATCC AGGGACACCTGTCGCTTGA 

FGFR4 

(2264) 

AGATGCTCAAAGACAACGCCT CGCACTTCCACGATCACGTA 

IL1R1 

(3554) 

AATGCACTTCCTAGGCTTTCTG GGAACAGGATGTGGTGACAA 

IL18R 

(8809) 

GACCACAGGATTTAACCATTCAGC AGCAGGACCTAGTGTTGATGATG 

ACTB 

(60) 

ACAGAGCCTCGCCTTTGC GCGGCGATATCATCATCC 

GADPH 

(2597) 

GACTCATGACCACAGTCCATGC AGAGGCAGGGATGATGTTCTG 

CDK2 

(1017) 

CTTTGCTGAGATGGTGACTCG GCCTCCCAGATTCCTCATGC 

CDK4 

(1019) 

CTCTCTAGCTTGCGGCCTG GCAGGGATACATCTCGAGGC 
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CDK6 

(1021) 

CTGCAGGGAAAGAAAAGTGCAA CAAGACTTCGGGTGCTCTGT 

AKT1 

(207) 

CAGCGCGGCCCGAAGGAC GACGCTACAGCGCTCCTCTC 

PI3K 

(5290) 

ACTCTCAGCAGGCAAAGACC ATTCAGTTCAATTGCAGAAGGAG 

BCL2 

(596) 

AAGAGCAGACGGCTGGAAAAAGG GGGCAAAGAAATGCAAGTGAATG 

P21 

(1026) 

GCTGCCGAAGTCAGTTCCTT ATCTGTCATGCTGGTCTGCC 

P15 

(1030) 

TACAGGAGTCTCCGTTGGC GTGAGAGTGGCAGGGTCTG 

FAK 

(5747) 

CCGGGTTCTCTTTGACTGCT AACTGATGCCTTCTTCCGGG 

SRC 

(6714) 

TGGATGTCAGAGAGGGAGACT GGCTTGAGGGTTTTGATGGC 

CFL1 

(1072) 

ATACTAAACGGAAGGGGCCG GTTGCGTCATAGAGGGCGTA 

ITGB1 

(3688) 

GCCGCGCGGAAAAGATGAA TGCTGTTCCTTTGCTACGGT 

ERK 

(4214) 

AACAGGCTCTGGCCCACCCAT GCAGCGCCTCCCTTGCTAGA 

MKI67 

(4288) 

AAGCCCTCCAGCTCCTAGTC TCCCGAAGCACCACTTCTTCT 

RUNX2 

(860) 

CCGTCCATCCACTCTACCAC ATGAAATGCTTGGGAACTGC 

BGLAP 

(632) 

ATGAGAGCCCTCACACTCCTC GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC 

SP7 

(121340) 

CCAGGCAACACTCCTACTCC GCCTTGCCATACACCTTGC 

ALPL 

(249) 

CGGGCACCATGAAGGAAA GGCCAGACCAAAGATAGAGTT 

hsa-miR-

7 

GTTGGCCTAGTTCTGTGTGGA GGCAGACTGTGATTTGTTGTCG 

hsa-miR-

128 

GTTGGATTCGGGGCCGTAG AAGCAGCTGAAAAAGAGACCG 

hsa-miR-

361 

GAGCTTATCAGAATCTCCAGGG GAAGCAAATCAGAATCACACCTG 

RAC1 

(5879) 

AGGATATAACCTCCAGGGGCA GCCGAGCACTCCAGGTATTT 
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ROCK1 

(6093) 

GAAGCTCGAGAGAAGGCTGA TTGTCTGCCTCAAATGCTTG 

RHOA 

(387) 

AAGGACCAGTTCCCAGAGGT TTCTGGGGTCCACTTTTCTG 

RHOC 

(389) 

GAGAGCTGGCCAAGATGAAG TTGGGGATCTCAGAGAATGG 

CDC42 

(998) 

GCTGGGTGCTAAGAAACTCG CATAAAGCCACTTCCCTCCA 

PXN 

(5829) 

AACTGGTTGAAGGGTGTTGC AGGTTCAGTGGGTTCACAGG 

RNU6 

(26826) 

CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT 

 

4.2.6 Análise de bioinformática 

Análise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando os pacotes base e 

factoextra do R (KASSAMBARA; MUNDT, 2020). Os genes foram considerados as variáveis e 

o grupos foram considerados as observações. Correlação entre os valores de expressão gênica 

relativa foram calculadas utilizando o pacote corrr do R (KUHN; JACKSON; CIMENTADA, 

2020). As análises de rede de correlação foram realizadas com o pacote igraph do R e com o 

programa Cytoscape (SHANNON, 2003). O aplicativo MCODE do Cytoscape foi utilizado para 

a detecção de cluster na rede (BADER; HOGUE, 2003). O Banco de Dados para Anotação, 

Visualização e Descoberta Integrada (DAVID, https://david.ncifcrf.gov/) foi escolhido para 

realizar a análise de ontologias gênicas com Gene Ontology, e vias de sinalização com KEGG 

Pathways (BLAKE et al., 2015; KANEHISA et al., 2017). 

4.2.7 Análise dos dados 

Gráficos e testes estatísticos foram realizados nos programas Graphpad Prism7 e no 

ambiente R com pacotes base e tidyverse. Diferenças significativas entre os grupos estudados 

foram verificadas empregando-se a análise de variância (ANOVA). Nos casos em que a diferença 

estatística foi significativa, o teste de Tukey foi utilizado para testar as diferenças mínimas 

existentes entre os grupos estudados. Os valores significativos serão considerados para P < 0,05. 

4.3 Resultados 

4.3.1 Viabilidade celular 

No capítulo 3, relatamos a formação de géis referentes a ativação plaquetária para os 

grupos com maiores concentrações de PRP ou liofilizado no poço de 96 no momento do 
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tratamento para o ensaio de MTT. Relembrando nosso experimento, o grupo PRP era feito 

adicionando 1 mL de PRP em 9 mL de meio de cultura, enquanto eram diluídos 100 mg de PRP 

liofilizado em 10 mL de meio para o grupo liofilizado. Devido ao meio de cultura conter CaCl2 

(Em meio DMEM, por exemplo, a concentração de CaCl2 é de 1,80 mM) observamos a ativação 

e gelificação sem nenhum aditivo. Em nosso protocolo deixávamos em estufa a 37° e 5 % de CO2 

por 24 para a total ativação das plaquetas. Porém em um de nossos ensaios não foi observada a 

gelificação por somente o meio de cultura. E ao realizarmos a etapa do tratamento no ensaio de 

MTT houve formação de géis em poços da placa de 96, prejudicando o ensaio. Para contornar 

esse problema adicionamos uma etapa de ativação das plaquetas com CaCl2 20 mM. 

Desta forma foram observados géis nos grupos PRP e liofilizado e o ensaio de MTT 

prosseguiu normalmente. A concentração inicial (C0) de proteína foi determinada utilizando 

ensaio de Lowry. O meio condicionado com PRP teve C0 igual a 10,72 mg/mL e o condicionado 

com liofilizado teve C0 igual a 13,01 mg/mL. Em seguida foi realizada uma diluição seriada de 

ambos os grupos, totalizando 9 concentrações distintas, além do grupo controle. A Figura 24 

contém o gráfico da viabilidade celular, em % do controle (células sem tratamento), de células 

MS submetidas ao tratamento com PRP ou liofilizado por 24 horas, nela é possível observarmos 

que não há citoxicidade em nenhuma das concentrações analisadas.  

 

Figura 24 -MTT de células MS submetidas a PRP e Liofilizado. 
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4.3.2 Expressão gênica relativa de células tronco mesenquimais (MS) 

submetidas a tratamento com PRP ou seu liofilizado 

Foi realizado o RT-qPCR de células MS submetidas ao tratamento com plasma-rico em 

plaquetas (PRP) ou o Liofilizado de PRP (Liof). Meio Osteoindutor (MO) foi utilizado como um 

controle positivo do processo de diferenciação osteogênica. Foram avaliados genes referentes a 

processos biológicos de interesse, como diferenciação osteoblástica (ou osteogênese), viabilidade 

celular, proliferação celular, adesão celular, receptores do tipo tirosina quinase (ou RTKs) além 

de miRNA’s de interesse no processo. A lista completa de primers utilizados se encontra na seção 

de materiais e métodos. As amostras de RNA foram coletadas em 24 horas e 7 dias, e a análise 

estatística foi realizada utilizando ANOVA de fatores (Two way), sendo estes tratamento e tempo, 

e o teste de Tukey foi utilizado para calcular as múltiplas comparações. Significâncias estatísticas 

das comparações múltiplas foram representadas da seguinte forma: * representa diferença 

significativa para o grupo controle, # representa diferença significativa para o grupo MO e & 

representa diferença significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais 

representam diferença significativa entre os períodos avaliados, sendo representados apenas 

comparações entre os mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferenças 

significativas foi menor que 0,05. 

O primeiro conjunto de genes avaliados foi focado no processo de diferenciação 

osteoblástica e utilizou para isso os genes fosfatase alcalina (ALPL), osteocalcina (BGLAP), 

fator de transcrição relacionada ao fator Runt 2 (RUNX2) e osterix (SP7). Para a expressão de 

ALPL ambos os fatores (Tempo: P = 3,35 × 10-10/ Tratamento: P = 7,35 × 10-11), bem como sua 

interação (P = 5,20 × 10-11), foram considerados significativos. MO apresentou diferença entre os 

tempos de 24 h e 7 dias (P = 4,10 × 10-12). Em 7 dias, MO apresentou diferença para o grupo 

controle (P = 6,30 × 10-12) e para os grupos PRP (P = 1,25 × 10-11) e Liof (2,26 × 10-11). 

BGLAP teve sua expressão modulada pelos tratamentos e sua interação (Tempo: P = 

2,05 × 10-8/Tratamento: P = 2,12 × 10-8/Interação: P = 3,09 × 10-8). A expressão relativa dos 

grupos MO e PRP foi aumentada entre os tempos 24 h e 7 dias (MO: P = 2,66 × 10-3/PRP: P = 

1,87 × 10-9). Em 7 dias, MO e PRP apresentaram diferenças ao grupo controle (MO: P = 9,11 × 

10-3/PRP: P = 3,52 × 10-9), a expressão entre PRP e Liof apresentaram diferenças ao grupo MO, 

sendo PRP aumentada e Liof diminuida (PRP: P = 6,24 × 10-7/Liof: P = 1,21 × 10-3), os grupos 

PRP e Liof tiveram diferenças entre suas expressões (P = 1,21 × 10-9). 

RUNX2 teve sua expressão relativa modulada pelos fatores estudados e sua interação 

(Tempo: P = 3,14 × 10-11/Tratamento: P = 5 × 10-15/Interação: P = 2,9 × 10-14). Em 24 h, grupos 

PRP e Liof apresentaram diferenças significativas com o grupo controle (PRP: P = 1,54 × 10-

4/Liof: P = 2,20 × 10-3) e o grupo PRP apresentou diferenças com o grupo MO (P = 3,31 × 10-2). 
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Entre 24 h e 7 dias o grupo MO apresentou um aumento significativo (P = 2,80 × 10-14). Em 7 

dias, grupos MO, PRP e Liof apresentaram diferenças para o grupo controle (MO: P = 3,6 × 10-

14/ PRP: P = 5,47 × 10-6/ Liof: P = 4,41 × 10-4). Grupos PRP e Liof apresentaram diferenças com 

o grupo MO (PRP: P = 2,60 × 10-14/ Liof: P = 2,70 × 10-14), mas não entre si. 

SP7 teve sua expressão relativa modulada pelo tempo (P = 7,28 × 10-11) e diferentes 

tratamentos (P = 2,85 × 10-9), bem como sua interação (P = 2,85 × 10-9). No período de 24 h a 7 

dias os grupos MO (P = 5,35 × 10-11), PRP (P = 4,40 × 10-2) e Liof (P = 2,09 × 10-5) tiveram sua 

expressão modulada positivamente. Em 7 dias, grupos MO (P = 1,03 × 10-10) e Liof (P = 2,62 × 

10-4) tiveram diferença significativa comparados ao grupo controle. Os tratamentos com PRP 

(4,62 × 10-10) e Liof (5,95 × 10-8), comparados ao grupo MO, apresentaram diferença 

significativa. Também foi observada diferença significativa na compara entre os tratamentos com 

PRP e Liof (P = 6,13 × 10-3). A Figura 25 contém os gráficos dos genes osteogênicos. 

 

Figura 25 - Expressão gênica relativa de marcadores da osteogênese em células MS submetidas ao 
tratamento com PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados ALPL (a), BGLAP (b), 

RUNX2 (c) e SP7 (d). As diferenças estatísticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de 

multiplacomparação de Tukey. Significâncias estatísticas das comparações múltiplas foram representadas 

da seguinte forma: * representa diferença significativa para o grupo controle, # representa diferença 

significativa para o grupo MO e & representa diferença significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos 

de reta horizontais representam diferença significativa entre os períodos avaliados, sendo representados 

apenas comparações entre os mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferenças significativas 

foi menor que 0,05. 

Em seguida foram avaliados um conjunto de genes relacionados a sobrevivência e 

viabilidade celulares. AKT Serina/Treonina quinase 1 (AKT1), BCL2 Apoptosis Regulator 



66 
 

(BCL2), Proteína mitogênica-ativada 3 (MAPK3) e Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase 

subunidade catalítica alfa (PI3K), foram os genes avaliados: 

AKT1 teve modulação na expressão relativa para os fatores avaliados. (Tempo: P = 6,40 

× 10-12/ Tratamento: P = 1,94 × 10-11/ Interação: P = 2,37 × 10-11). Observou-se uma modulação 

positiva na expressão dos grupos MO (P = 2,98 × 10-3), PRP (P = 2,55 × 10-3) e Liof (7,00 × 10-

13) na comparação dos períodos 24 h e 7 dias. Já em 7 dias, MO (P = 4,42 × 10-3), PRP (P = 5,21 

× 10-4) e Liof (P = 6,00 × 10-13) apresentaram diferenças em relação ao grupo controle. O grupo 

Liof apresentou diferenças quando comparado aos grupos MO (P = 1,38 × 10-11) e PRP (P = 2,90 

× 10-11). 

A expressão de BCL2 não apresentou modulação pelo fator tempo, porém para o fator 

tratamento e a interação entre os fatores foi observada diferença (Tratamento: P = 2,03 × 10-5/ 

Interação: P = 1,47 × 10-4). Em 24 h, os grupos PRP e Liof apresentaram modulação positiva 

com os grupos controle (PRP: P = 1,72 × 10-2/ Liof: P = 3,16 × 10-4) e MO (PRP: P = 1,54 × 10-

3/ Liof: P = 3,56 × 10-5). Na comparação entres os períodos de 24 h e 7 dias, apenas o grupo Liof 

teve modulação em sua expressão (P = 2,07 × 10-3), nesse caso negativa. Já em 7 dias, foi 

observada diferença entre os grupos MO e controle (P = 1,05 × 10-2). 

Ambos os fatores, bem como sua interação, modularam a expressão relativa de MAPK3 

(Tempo: P = 7,10 × 10-8/ Tratamento: P = 8,68 × 10-8/ Interação: P = 5,05 × 10-8). Na 

comparação entre os períodos de 24 h e 7 dias, as expressões dos grupos MO (P = 3,20 × 10-9) e 

PRP (P = 3,87 × 10-2) foram encontradas positivamente reguladas. Em 7 dias, MO apresentou 

diferença quando comparado ao controle (P = 1,84 × 10-8). Já os tratamentos com PRP e Liof 

apresentaram diferenças com o grupo MO (PRP: P = 1,95 × 10-7/Liof: P = 3,40 × 10-9), e entre si 

(P = 4,55 × 10-2). 

Por fim, a expressão de PI3K foi modulada pelos fatores e sua interação (Tempo: P = 

2,21 × 10-11/ Tratamento: P = 2,14 × 10-8/ Interação: P =1,61 × 10-8). Ao comparar os períodos 

de 24 h e 7 dias, todos os grupos tratados tiveram sua expressão modulada positivamente (MO: 

P = 4,49 × 10-5/ PRP: P = 1,89 × 10-10/ Liof: P = 5,49 × 10-6). Em 7 dias todos os tratamentos 

apresentaram diferença significativa com o grupo controle (MO: P = 4,75 × 10-5/ PRP: P = 1,61 

× 10-10/ Liof: P = 9,39 × 10-6), PRP teve um aumento na expressão ao comparar com MO (P = 

4,03 × 10-7) e foi observada uma diferença entre PRP e Liof (P = 1,61 × 10-6). A Figura 26 

contém os gráficos dos genes avaliados para o processo de viabilidade celular. 
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Figura 26 - Expressão gênica relativa de marcadores da viabilidade celular em células MS submetidas ao 

tratamento com PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados AKT1 (a), BCL2 (b), 

MAPK3 (c) e PI3K (d). As diferenças estatísticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de 

multiplacomparação de Tukey. Significâncias estatísticas das comparações múltiplas foram representadas 

da seguinte forma: * representa diferença significativa para o grupo controle, # representa diferença 

significativa para o grupo MO e & representa diferença significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos 

de reta horizontais representam diferença significativa entre os períodos avaliados, sendo representados 

apenas comparações entre os mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferenças significativas 

foi menor que 0,05. 

O próximo conjunto de genes avaliados foi relacionado a proliferação celular. Os genes 

estudados foram: Quinase dependente de ciclina 2 (CDK2), Quinase dependente de ciclina 4 

(CDK4), Quinase dependente de ciclina 6 (CDK6), Marcador de proliferação KI-67 (MKI67), 

Inibidor de quinase dependende de cíclica 2B (CDKN2B ou P15) e Inibidor de quinase 

dependende de cíclica 1A (CDKN1A ou P21). 

A expressão relativa de CDK2 foi modulada por ambos os fatores e sua interação 

(Tempo: P = 1,00 × 10-15/ Tratamento: P = 2,68 × 10-12/ Interação: P = 2,26 × 10-12). Ao 

compararmos os períodos 24 h e 7 dias, todos os tratamentos apresentaram modulação positiva 

na expressão gênica (MO: P = 3,84 × 10-9/ PRP: P = 3,00 × 10-14/ Liof: P = 1,29 × 10-9). Em 7 

dias foram observadas modulações positivas para todos os tratamentos em comparação ao grupo 

controle (MO: P = 5,94 × 10-9/ PRP: P = 3,10 × 10-14/ Liof: P = 3,34 × 10-9). Também foi 

observada diferença entre os grupos PRP e Liof (P = 1,81 × 10-10). 
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Ambos os fatores e sua interação modularam a expressão de CDK4 (Tempo: P = 1,03 × 

10-10/ Tratamento: P = 4,84 × 10-6/ Interação: P = 1,28 × 10-6). Entre 24 h e 7 dias todos os 

grupos tratados tiveram sua expressão aumentada de modo significativo (MO: P = 7,67 × 10-5/ 

PRP: P = 5,89 × 10-8/ Liof: P = 2,69 × 10-7). Todos os tratamentos apresentaram expressão 

diferencial comparados ao grupo controle em 7 dias (MO: P = 2,32 × 10-4/ PRP: P = 1,16 × 10-7/ 

Liof: P = 6,88 × 10-7). Foi observada também a diferença na expressão entre os grupos PRP (P = 

2,55 × 10-3) e Liof (P = 3,46 × 10-2) e o grupo MO. 

CDK6 teve sua expressão modulada por ambos os tratamentos e sua interação (Tempo: 

P = 4,88 × 10-9/ Tratamento: P = 1,50 × 10-12/ Interação: P = 4,41 × 10-9). Comparando os 

períodos de 24 h e 7 dias (MO: P = 6,77 × 10-7/ PRP: P = 3,58 × 10-11/ Liof: P = 1,35 × 10-6). Já 

em 7 dias, foi observado que os grupos MO (P = 9,96 × 10-7), PRP (P = 3,78 × 10-11) e Liof (P = 

3,82 × 10-6) apresentaram diferenças significativas em comparação com o grupo controle, PRP 

apresentou diferença com MO (P = 1,01 × 10-6) e com Liof (P = 2,87 × 10-7). 

A expressão de MKI67 apresentou diferença significativa em resposta a ambos os 

tratamentos e sua interação (Tempo: P = 1,38 × 10-9/ Tratamento: P = 9,63 × 10-6/ Interação: P 

= 5,65 × 10-6). A comparação entre 24 h e 7 dias apresentou modulação positiva na expressão 

gênica em todos os grupos tratados (MO: P = 2,71 × 10-3/ PRP: P = 1,88 × 10-6/ Liof: P = 3,36 × 

10-7). Grupos MO (P = 3,39 × 10-3), PRP (P = 1,96 × 10-6) e Liof (P = 5,40 × 10-7) apresentaram 

diferença significativa em comparação ao grupo controle. MO apresentou diferenças em 

comparação aos grupos PRP (P = 9,10 × 10-3) e Liof (P =1,56 × 10-3). 

A expressão relativa de P15 foi modulada por ambos os fatores (Tempo: P = 4,77 × 10-

8/ Tratamento: P = 1,25 × 10-11/ Interação: P = 2,36 × 10-7). Os grupos tratados apresentaram 

modulação positiva na comparação do período de 24 h com 7 dias (MO: P = 2,01 × 10-6/ PRP: P 

= 4,33 × 10-10/ Liof: P = 8,85 × 10-6). Em 7 dias, foram observadas diferenças na expressão entre 

todos os grupos tratados ao comparamos com o controle (MO: P = 1,86 × 10-6/ PRP: P = 1,17 × 

10-9/ Liof: P = 4,00 × 10-5), e diferenças entre o grupo PRP com os grupos MO (P = 2,73 × 10-4) 

e Liof (P = 9,85 × 10-6). 

Por último, foram observadas modulações na expressão relativa de P21 causadas pelo 

fator tempo (P = 6,71× 10-10), fator tratamento (P = 4,33 × 10-6) e sua interação (P = 1,34 × 10-6). 

Comparando os períodos 24 h e 7 dias, foi observada aumento na expressão gênica entre todos os 

grupos tratados (MO: P = 2,10 × 10-5/ PRP: P = 1,95 × 10-8/ Liof: P = 1,06 × 10-3). Em 7 dias, os 

grupos MO (P = 5,21 × 10-5), PRP (P = 5,76 × 10-8) e Liof (P = 2,31 × 10-2) apresentaram 

modulação positiva em comparação ao controle. O grupo PRP apresentou diferença significativa 

quando comparado aos grupos MO (P = 4,40 × 10-3) e Liof (P = 1,27 × 10-5). A Figura 27 contém 

os gráficos de expressão gênica relativa dos genes relacionados a proliferação celular. 
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Figura 27 - Expressão gênica relativa de marcadores de proliferação celular em células MS submetidas ao 

tratamento com PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados CDK2 (a), CDK4 (b), CDK6 

(c), MIK67 (d), P15 (e) e P21 (f). As diferenças estatísticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e 

o teste de multiplacomparação de Tukey. Significâncias estatísticas das comparações múltiplas foram 

representadas da seguinte forma: * representa diferença significativa para o grupo controle, # representa 

diferença significativa para o grupo MO e & representa diferença significativa entre os grupos PRP e Liof. 

Segmentos de reta horizontais representam diferença significativa entre os períodos avaliados, sendo 

representados apenas comparações entre os mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferenças 

significativas foi menor que 0,05. 

Na sequência, avaliamos um conjunto de genes relacionados a adesão celular, sendo estes: 

Integrina subunidade beta 1 (ITGB1), Proteína tirosina quinase de adesão focal (FAK ou 

PTK2), Proteína tirosina quinase SRC (SRC), Cofilina 1 (CFL1), Paxilina (PXN), Rac GTPase 

1 (RAC1), Proteína efetora pequena CDC 42 (CDC42), Proteína transformadora RhoA 

(RHOA), Proteína de ligação a GTP relacionada a Rho (RHOC) e Proteína quinase 1 associada 

a Rho (ROCK1): 

ITGB1 teve sua expressão relativa modulada pelo ambos os fatores (Tempo: P = 1,34 × 

10-4 / Tratamento: P = 1,35 × 10-6) bem como sua interação (P = 8,08 × 10-7). Na comparação de 

24 h e 7 dias o grupo MO apresentou uma modulação positiva (P = 2,43 × 10-7). Em 7 dias foram 

observadas diferenças entre o grupo MO com os demais grupos (Controle: P = 1,38 × 10-6/ PRP: 

P = 1,05 × 10-7/ Liof: P = 2,00 × 10-7). 

A expressão de PTK2 não foi modulada pelos tratamentos, porém tempo (P = 3,14 × 10-

4) e a interação dos fatores (P = 2,56 × 10-2) causaram diferenças no padrão de expressão. Foi 

observada diferença apenas na comparação dos períodos de 24 h e 7 dias no grupo PRP (P = 5,36 

× 10-3). Ambos os tratamentos (Tempo: P = 2,12 × 10-9/ Tratamento: P = 1,51 × 10-5) e sua 

interação (P = 4,88 × 10-6) modularam a expressão de SRC. Todos os grupos tratados 

apresentaram modulação positiva na comparação entre 24 h e 7 dias (MO: P = 1,45 × 10-4/ PRP: 

P = 6,87 × 10-8/ Liof: P = 6,82 × 10-4). Em 7 dias foram observadas diferenças entre os grupos 
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tratados e o controle (MO: P = 3,99 × 10-4/ PRP: P = 1,38 × 10-7/ Liof: P = 3,51 × 10-3), grupos 

MO (P = 1,88 × 10-3) e Liof (P = 2,21 × 10-4) apresentaram diferenças significativas na expressão 

comparados a PRP. 

CFL1 teve modulada sua expressão gênica relativa por ambos os fatores e sua interação 

(Tempo: P = 2,13 × 10-8/ Tratamento: P = 5,12 × 10-3/ Interação: P = 2,83 × 10-4). Comparados 

os períodos de24 h e 7 dias, os grupos MO (P = 4,33 × 10-4), PRP (P = 1,63 × 10-5) e Liof (P = 

1,68 × 10-4) apresentaram modulação positiva significativa. Todos os demais grupos tiveram 

diferença significativa observada em comparação ao grupo controle em 7 dias (MO: P = 2,57 × 

10-4 / PRP: P = 9,19 × 10-5/ Liof: P = 1,89 × 10-3). 

A expressão de PXN foi modulada com efeito do tempo (P = 1,98 × 10-5) e da interação 

entre os fatores (P = 9,28 × 10-6), porém o tratamento não teve efeito detectado. Em 24 h foi 

observada diferença significativa no padrão de expressão entre MO e os grupos PRP (P = 3,72 × 

10-2) e Liof (9,92 × 10-4), que também apresentou diferenças com o grupo controle (P = 1,56 × 

10-2). Entre os períodos e 24 h e 7 dias PRP (P = 1,71 × 10-3) e Liof (P = 7,77 × 10-6) tiveram sua 

expressão reduzidas significativamente. Em 7 dias Liof apresentou diferenças significativas em 

comparação aos grupos controle (P = 7,35 × 10-3) e MO (P = 1,37 × 10-2). 

RAC1 teve sua expressão modulada por ambos os fatores e sua interação (Tempo: P = 

2,15 × 10-4/ Tratamento: P = 2,15 × 10-6/ Interação: P = 2,97 × 10-6). MO teve um aumento na 

expressão na comparação entre os períodos de 24 h e 7 dias (P = 7,87 × 10-7). Em 7 dias PRP (P 

= 6,20 × 10-7) e Liof (P = 3,03 × 10-7) apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo 

MO. O grupo MO também teve diferença observada em relação ao grupo controle (4,46 × 10-5). 

Ambos os fatores e sua interação causaram efeitos na expressão de RHOA (Tempo: P = 5,20 × 

10-3/ Tratamento: P = 4,82 × 10-7 / Interação: P = 5,40 × 10-12). Em 24 h MO (P = 1,47 × 10-3) 

e PRP (P = 5,70 × 10-8) apresentaram diferenças em comparação ao grupo controle. O grupo MO 

também apresentou diferenças em relação aos grupos PRP (P = 2,23 × 10-10) e Liof (P = 1,19 × 

10-2). Também foi detectada diferenças entre os grupos PRP e Liof (P = 1,63 × 10-8). Na 

comparação entre os períodos 24 h e 7 dias todos os grupos tratados apresentaram modulação na 

expressão com MO aumentando (P = 1,98 × 10-8) e PRP (P = 3,08 × 10-10) e Liof (P = 5,70 × 10-

3) diminuindo. Em 7 dias os demais grupos apresentaram diferenças significativas em relação ao 

grupo controle (MO: P = 1,40 × 10-3 / PRP: P = 5,54 × 10-5/ Liof: P = 1,65 × 10-5). MO também 

apresentou diferenças significativas em relação aos grupos PRP (P = 2,97 × 10-8) e Liof (P = 1,30 

× 10-8). 

A expressão relativa de RHOC foi modulada por efeito de ambos os fatores e sua 

interação (Tempo: P = 1,00 × 10-15/ Tratamento: P = 1,00 × 10-15/ Interação: P = 1,00 × 10-15). 

Em 24 h todos os grupos tratados apresentaram diferenças com o grupo controle (MO: P = 1,39 
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× 10-4 / PRP: P = 3,37 × 10-4/ Liof: P = 3,52 × 10-5). Os grupos MO (P = 2,60 × 10-14) e PRP (P 

= 1,31 × 10-2) tiveram sua expressão aumentada na comparação entre 24 h e 7 dias. Em 7 dias 

MO apresentou diferenças significativas em comparação aos demais grupos (Controle: P = 2,60 

× 10-14/ PRP: P = 2,60 × 10-14/ Liof: P = 2,60 × 10-14). Também foi observada diferenças entre o 

grupo Liof e os grupos controle (P = 1,60 × 10-4) e PRP (P = 3,46 × 10-3). 

ROCK1 teve sua expressão modulada pelos fatores avaliados e sua interação (Tempo: P 

= 1,74 × 10-3/ Tratamento: P = 6,92 × 10-5/ Interação: P = 1,38 × 10-4). Na comparação dos 

períodos de 24 h e 7 dias o grupo MO apresentou um aumento na expressão gênica relativa (P = 

3,86 × 10-5). Já em 7 dias foi observada diferença em o grupo MO e os demais (Controle: P = 

3,65 × 10-4/ PRP: P = 9,64 × 10-6/ Liof: P = 4,80 × 10-5). 

Finalmente, o tratamento foi o único fator que modulou a expressão de CDC42 (P = 3,71 

× 10-7). O grupo Liof apresentou diferenças na expressão com os demais grupos em 24 h 

(Controle: P = 3,64 × 10-4/ MO: P = 1,20 × 10-4/ PRP: P = 2,79 × 10-3) e 7 dias (Controle: P = 

5,62 × 10-4/ MO: P = 3,85 × 10-4/ PRP: P = 7,17 × 10-3). A Figura 28 contém os gráficos para os 

genes de adesão celular analisados. 
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Figura 28 - Expressão gênica relativa de marcadores da adesão celular em células MS submetidas ao 

tratamento com PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados ITGB1 (a), PTK2 (b), SRC 

(c), CFL1 (d), PXN (e), RAC1 (f), RHOA (g), RHOC (h), ROCK1 (i) e CDC42 (j). As diferenças 

estatísticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de multiplacomparação de Tukey. 

Significâncias estatísticas das comparações múltiplas foram representadas da seguinte forma: * representa 

diferença significativa para o grupo controle, # representa diferença significativa para o grupo MO e & 

representa diferença significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais representam 

diferença significativa entre os períodos avaliados, sendo representados apenas comparações entre os 

mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferenças significativas foi menor que 0,05. 

Foi observada na sequência a expressão relativa de genes de receptores do tipo tirosina 

quinase. Os resultados deste foram divididos em 3 conjuntos. O primeiro conjunto, mais 

abrangente, contém os seguintes genes: Receptor da proteína morfogênica óssea do tipo 1 

(BMPR1), Receptor da proteína morfogênica óssea do tipo 2 (BMPR2), Receptor tirosina 

quinase proto-oncogene MET (HGFR ou c-MET), Receptor de fator de crescimento semelhante 

à insulina 1 (IGFR1), Receptor de interleucina 1 do tipo 1 (Il1R1), Receptor de interleucina 18 

do tipo 1 (IL18R1), Receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas do tipo beta 

(PDGFRB), Receptor 1 do fator de crescimento transformador (TGFBR1), Receptor tirosina 

quinase 1 Relacionado a Fms (VEGFR1 ou FLT1) e Receptor de domínio de inserção de quinase 

(VEGFR2 ou KDR). 

BMPR1 teve sua expressão modulada por ambos os fatores, bem como sua interação 

(Tempo: P = 1,32 × 10-3/ Tratamento: P = 3,28 × 10-3/ Interação: P = 3,31 × 10-4). O grupo MO 

apresentou aumento na expressão na comparação dos períodos 24 h e 7 dias (P = 7,61 × 10-5). Em 

7 dias foram observadas diferenças significativas em o grupo MO e os demais (Controle: P = 

9,62 × 10-5/ PRP: P = 1,80 × 10-3/ Liof: P = 1,20 × 10-3). 

A expressão de BMPR2 foi modulada por todos os fatores avaliados (Tempo: P = 1,56 

× 10-5/ Tratamento: P = 8,99 × 10-7/ Interação: P = 4,80 × 10-6). Foi observada um aumento na 

expressão de MO entre os períodos de 24 h a 7 dias (P = 7,74 × 10-7). Já em 7 dias, MO apresentou 

diferenças com os demais grupos analisados (Controle: P = 5,67 × 10-7/ PRP: P = 9,72 × 10-8/ 

Liof: P = 1,56 × 10-5). Foi observada também uma diferença no perfil dos grupos PRP e Liof (P 

= 4,11 × 10-2).  

odos os fatores modularam a expressão de HGFR (Tempo: P = 4,81 × 10-7/ Tratamento: 

P = 5,90 × 10-8/ Interação: P = 1,35 × 10-3). Em 24 h o grupo PRP apresentou diferenças 

significativas com os demais (Controle: P = 1,76 × 10-4/ MO: P = 9,64 × 10-5/ Liof: P = 4,56 × 

10-4). O grupo Liof apresentou um aumento na expressão entre os períodos 24 h e 7 dias (P = 4,05 

× 10-4). Em 7 dias os grupos PRP e Liof apresentaram diferenças para os grupos controle (PRP: 

P = 4,97 × 10-5/ Liof: P = 1,15 × 10-4) e MO (PRP: P = 5,07 × 10-5/ Liof: P = 1,18 × 10-4). 
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IGFR1 teve sua expressão impactada por ambos os fatores analisadas e sua interação 

(Tempo: P = 1,86 × 10-5/ Tratamento: P = 3,51 × 10-4/ Interação: P = 1,87 × 10-5). Em 24 h o 

grupo PRP apresentou diferença para os demais avaliados (Controle: P = 9,62 × 10-6/ MO: P = 

1,32 × 10-5/ Liof: P = 3,67 × 10-6). Entre os períodos de 24 h e 7 dias os grupos PRP (P = 3,08 × 

10-6) e Liof (P = 4,67 × 10-2) apresentaram redução no perfil de expressão relativa. 

IL1R1 apresentou modulações na expressão detectadas para os fatores estudados 

(Tempo: P = 1,98 × 10-8/ Tratamento: P = 3,96 × 10-5/ Interação: P = 3,89 × 10-7). Entre 24 e 7 

dias, grupos MO (P = 7,48 × 10-3), PRP (P = 1,81 × 10-8) e Liof (P = 8,06 × 10-3). Em 7 dias foi 

observada diferenças significativas em o grupo PRP e os demais (Controle: P = 6,53× 10-8/ MO: 

P = 2,39 × 10-5/ Liof: P = 2,10 × 10-5). Grupos MO (P = 1,34× 10-2) e Liof (P = 1,55× 10-2) 

também apresentam diferenças em relação ao grupo controle. 

Os fatores analisados e sua interação apresentaram efeitos significativos na expressão 

relativa de IL18R1 (Tempo: P = 1,00 × 10-15/ Tratamento: P = 3,40 × 10-14/ Interação: P = 2,40 

× 10-14). Entre 24 h e 7 dias os grupos MO (P = 2,70 × 10-14), e PRP (P = 3,22 × 10-11) tiveram 

aumento na sua expressão relativa. Em 7 dias o grupo PRP apresentou diferenças significativas 

em relação a todos os grupos (Controle: P = 3,66× 10-11/ MO: P = 7,05 × 10-11/ Liof: P = 6,91 × 

10-10). Foi observada também a diferença entre MO e os grupo controle (P = 2,70 × 10-14) e Liof 

(P = 2,70 × 10-14).  

PDGFRB teve sua expressão relativa afetada pelos fatores analisados (Tempo: P = 3,62 

× 10-7/ Tratamento: P = 1,11 × 10-5/ Interação: P = 1,26 × 10-5). MO (P = 4,19 × 10-5) e PRP 

(P = 4,73 × 10-6) tiveram sua expressão aumentada ao compararmos os períodos 24 h e 7 dias. Em 

7 dias os grupos MO (P = 5,15 × 10-5) e PRP (6,25 × 10-6) tiveram detectadas diferenças no perfil 

de expressão relativa comparados ao grupo controle. Também foi detectada a diferença 

significativa de Liof em relação aos grupos MO (P = 7,83 × 10-5) e PRP (P = 9,15 × 10-6). 

Ambos os fatores estudados modularam a expressão relativa de TGFBR1(Tempo: P = 

4,64 × 10-6/ Tratamento: P = 8,70 × 10-4/ Interação: P = 4,29 × 10-4). Grupos PRP (P = 2,38 × 

10-3) e Liof (P = 5,21 × 10-5) tiveram aumento na expressão entre 24 h e 7 dias. Em 7 dias os 

grupos PRP e Liof tiveram diferenças detectadas em comparação aos grupos controle (PRP: P= 

1,92 × 10-2/ Liof: P = 1,19 × 10-4) e MO (PRP: P= 4,70 × 10-2/ Liof: P = 2,77 × 10-4). 

A expressão de VEGFR1 foi modulada pelo efeito do tratamento (P = 1,33 × 10-5) e da 

interação dos fatores (P = 1,71 × 10-5), porém o tempo não teve detectada a significância. MO 

teve sua expressão aumentada entre os períodos de 24 h a 7 dias (P = 7,30 × 10-5). Em 7 dias foi 

observado que o grupo MO apresentou diferenças significativas para os demais grupos 

(Controle: P = 9,03 × 10-5 / MO: P = 1,12 × 10-6 / Liof: P = 5,02 × 10-6). 
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Por fim, VEGFR2 teve sua expressão relativa modulada por ambos os fatores e sua 

interação (Tempo: P = 6,21 × 10-11/ Tratamento: P = 1,54 × 10-9/ Interação: P = 2,86 × 10-9). 

Entre 24 h e 7 dias os grupos MO (P = 4,14 × 10-11), PRP (6,39 × 10-4) e Liof (1,03 × 10-3) tiveram 

sua expressão aumentada. Em 7 dias o grupo MO apresentou diferenças significativas para os 

demais (Controle: P = 5,42× 10-11 / PRP: P = 2,02 × 10-9 / Liof: P = 2,15 × 10-9). Grupos PRP (P 

= 1,97 × 10-2) e Liof (P = 1,74 × 10-2) tiveram detectadas diferenças em relação ao grupo controle. 

A Figura 29 contém os gráficos para os receptores de tirosina quinase estudados. 

 

Figura 29 - Expressão gênica relativa de receptores do tipo tirosina quinase em células MS submetidas ao 

tratamento com PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados BMPR1 (a), BMPR2 (b), 

c-MET (c), IGFR1 (d), IL1R1 (e), IL18R1 (f), PDGFRB (g), TGFBR1 (h), VEGFR1 (i) e VEGFR2 (j). As 

diferenças estatísticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de multiplacomparação de 

Tukey. Significâncias estatísticas das comparações múltiplas foram representadas da seguinte forma: * 
representa diferença significativa para o grupo controle, # representa diferença significativa para o grupo 

MO e & representa diferença significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais 

representam diferença significativa entre os períodos avaliados, sendo representados apenas comparações 

entre os mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferenças significativas foi menor que 0,05. 

Também foram analisados 4 diferentes receptores de fator de crescimento de fibroblasto 

(FGF), foram eles: FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4: 
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FGFR1 teve sua expressão modulada por todos os fatores e sua interação (Tempo: P = 

7,41 × 10-8/ Tratamento: P = 8,17 × 10-5/ Interação: P = 2,52 × 10-5). Grupos MO (P = 1,32 × 

10-2), PRP (4,91 × 10-7) e Liof (P = 9,93 × 10-3) tiveram sua expressão aumentada entre os 

períodos de 24 h e 7 dias. Em 7 dias o grupo PRP apresentou diferenças para os demais grupos 

(Controle: P = 9,03 × 10-5 / MO: P = 1,12 × 10-6 / Liof: P = 5,02 × 10-6). Foram observadas 

diferenças entre os grupos MO (P = 2,41 × 10-2) e Liof (P = 3,01 × 10-2) com o grupo controle. 

A expressão de FGFR2 foi modulada pelo efeito de ambos os fatores (Tempo: P = 7,18 

× 10-11/ Tratamento: P = 2,78 × 10-6/ Interação: P = 1,62 × 10-6). Entre os períodos de 24 h a 7 

dias foi observada um aumento na expressão de todos os grupos tratados (MO: P = 1,68 × 10-6/ 

PRP: P = 3,76 × 10-8/ Liof: P = 5,40 × 10-6). Grupos MO (P = 2,20 × 10-6), PRP (P = 5,49 × 10-

8) e Liof (P = 1,17 × 10-5) apresentaram diferenças em relação ao grupo controle. Também foi 

observada diferenças entre os grupos PRP e Liof (P = 2,36 × 10-2). 

Os fatores avaliados apresentaram efeitos na expressão de FGFR3 (Tempo: P = 1,53 × 

10-8/ Tratamento: P = 1,84 × 10-6/ Interação: P = 3,42 × 10-6). Foi observado um aumento na 

expressão entre os períodos de 24 h e 7 dias nos grupos MO (P = 3,81 × 10-2), PRP (P = 7,28 × 

10-8) e Liof (P = 6,64 × 10-4). Aos 7 dias foram observadas diferenças entre PRP e os demais 

grupos (Controle: P = 4,16 × 10-8 / MO: P = 1,14 × 10-5 / Liof: P = 1,63 × 10-4), e entre os grupos 

MO e Liof em relação ao grupo controle (MO: P = 1,56 × 10-2 / Liof: P = 7,49 × 10-4). 

Finalmente, FGFR4 teve sua expressão modulada pelos diferentes fatores avaliados 

(Tempo: P = 1,57 × 10-8/ Tratamento: P = 1,18 × 10-5/ Interação: P = 6,67 × 10-5). MO (P = 

5,33 × 10-3), PRP (P = 4,81 × 10-6) e Liof (P = 2,35 × 10-5) tiveram sua expressão aumentada 

entre os períodos de 24 h e 7 dias. MO apresentou diferenças para os demais grupos avaliados 

(Controle: P = 5,33 × 10-3 / PRP: P = 5,47 × 10-3 / Liof: P = 4,36 × 10-2), e grupos PRP e Liof 

apresentaram diferenças em comparação ao grupo controle (PRP: P = 5,47 × 10-3 / Liof: P = 4,36 

× 10-2), em 7 dias. A Figura 30 contém os gráficos de expressão para os FGFs avaliados. 
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Figura 30 - Expressão gênica relativa de receptores de FGF em células MS submetidas ao tratamento com 

PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados FGFR1 (a), FGFR2 (b), FGFR3 (c) e FGFR4 

(d). As diferenças estatísticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de multiplacomparação 

de Tukey. Significâncias estatísticas das comparações múltiplas foram representadas da seguinte forma: * 

representa diferença significativa para o grupo controle, # representa diferença significativa para o grupo 

MO e & representa diferença significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais 

representam diferença significativa entre os períodos avaliados, sendo representados apenas comparações 

entre os mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferenças significativas foi menor que 0,05. 

Outra via de sinalização estudada foi a das ERBBs que contém 4 receptores como o 

receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR1 ou ERBB1), receptor tirosina quinase Erb-

B2 tipo 2 (ERBB2), receptor tirosina quinase Erb-B2 tipo 3 (ERBB3) e receptor tirosina quinase 

Erb-B2 tipo 4 (ERBB4), e as proteínas adaptadoras proteína ligada ao receptor do fator de 

crescimento 2 (GRB2), proteína adaptadora SHC 1 (SHC1) e fator de troca de nucleotídeo 

guanina SOS Ras / Rac (SOS1). 

Todos os fatores estudados modularam a expressão de EGFR1 (Tempo: P =1,17 × 10-9/ 

Tratamento: P = 3,20 × 10-12/ Interação: P = 9,79 × 10-11). Em 24 horas os grupos MO (P = 2,39 

× 10-3) e PRP (P = 1,26 ×10-2) apresentaram diferenças em relação ao grupo controle. Entre os 

períodos de 24 h e 7 dias o grupo Liof teve um aumento na sua expressão (P = 8,70 × 10-12). Em 

7 dias o grupo Liof apresentou diferenças significativas em relação aos demais (Controle: P = 

1,81 × 10-11/ MO: P = 2,50 × 10-12/ PRP: P = 2,40 × 10-12). 
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ERBB2 teve sua expressão relativa modulada apenas pelo fator tratamento (P = 4,99 × 

10-5). O grupo Liof apresentou diferenças significativas em relação ao grupo controle em 24 h (P 

= 4,60 × 10-3) e 7 dias (P = 3,33 × 10-3). 

A expressão relativa de ERBB3 foi modulada por ambos os fatores bem como sua 

interação (Tempo: P = 52,10 × 10-6/ Tratamento: P = 7,27 × 10-/ Interação: P =3,28 × 10-6). 

Entre os períodos de 24 h e 7 dias o grupo Liof apresentou um aumento em sua expressão relativa 

(P = 2,03 × 10-7). Liof apresentou diferenças significativas em relação aos demais grupos em 7 

dias (Controle: P = 1,40 × 10-6/ MO: P = 4,85 × 10-6/ PRP: P = 1,82 × 10-5). 

ERBB4 teve sua expressão moduladas pelos fatores avaliados e sua interação (Tempo: P 

= 3,93 × 10-8/ Tratamento: P = 8,49 × 10-9/ Interação: P = 4,87 × 10-7). Os grupos PRP (P = 

5,16 × 10-4) e Liof (P = 2,61× 10-8) apresentaram aumento em sua expressão entre os períodos 24 

h e 7 dias. Foi observada uma diferença entre os grupos PRP e Liof em relação aos grupos 

controle (PRP: P = 2,86 × 10-4/ Liof: P = 2,79× 10-9) e MO (PRP: P = 2,36 × 10-3/ Liof: P = 9,17 

× 10-9), e entre os grupos PRP e Liof (P = 6,44× 10-6), em 7 dias. 

A expressão de GRB2 foi modulada por efeito de ambos os fatores (Tempo: P = 5,83 × 

10-8/ Tratamento: P = 3,71 × 10-3/ Interação: P = 1,09 × 10-4). Todos os grupos tratados tiveram 

aumento em sua expressão relativa (MO: P = 1,40 × 10-6/ PRP: P = 4,85 × 10-6/ Liof: P = 1,82 × 

10-5). Em 7 dias foi observada diferenças significativas entre o grupo controle e os demais (MO: 

P = 2,54 × 10-4/ PRP: P = 7,73 × 10-5/ Liof: P = 4,78 × 10-2). 

SHC1 teve sua expressão modulada pelo efeito de ambos os fatores (Tempo: P = 6,42 × 

10-9/ Tratamento: P = 1,02 × 10-5/ Interação: P = 8,97 × 10-7). Entre os períodos de 24 h e 7 dias, 

grupos MO (P = 1,50 × 10-4), PRP (P = 2,65 × 10-8) e Liof (P = 3,95 × 10-2) apresentaram aumento 

em sua expressão relativa. Em 7 dias foram observadas diferenças entre o grupo MO e os demais 

(Controle: P = 1,48 × 10-4/ PRP: P = 2,85 × 10-3/ Liof: P = 3,21 × 10-2), e entre o grupo PRP e 

os grupos controle (P = 9,10 × 10-8) e Liof (P = 4,54 × 10-6). 

Por fim, a expressão relativa de SOS1 não foi modulada por efeito do tempo, porém 

sofreu efeitos do tratamento e da interação entre os fatores (Tratamento: P = 1,21 × 10-5/ 

Interação: P = 3,02 × 10-4). MO teve aumento em sua expressão relativa detectada entre os 

períodos de 24 h e 7 dias (P = 6,84 × 10-4). Em 7 dias foram detectadas diferenças entre MO e os 

demais (Controle: P = 2,75 × 10-5/ PRP: P = 7,88 × 10-6/ Liof: P = 3,73 × 10-5). A Figura 31 

contém os gráficos para os genes da via de ERBB. 
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Figura 31 - Expressão gênica relativa de marcadores da via de ERBB em células MS submetidas ao 

tratamento com PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados EGFR1 (a), ERBB2 (b), 

ERBB3 (c), ERBB4 (d), GRB2 (e), SHC1 (f) e SOS1 (g). As diferenças estatísticas foram medidas 

utilziando ANOVA two-way e o teste de multiplacomparação de Tukey. Significâncias estatísticas das 

comparações múltiplas foram representadas da seguinte forma: * representa diferença significativa para o 

grupo controle, # representa diferença significativa para o grupo MO e & representa diferença significativa 

entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais representam diferença significativa entre os 
períodos avaliados, sendo representados apenas comparações entre os mesmos tratamentos. O valor de P 

considerado para diferenças significativas foi menor que 0,05. 

O último conjunto avaliado foi de miRNA de interesse. Os miRNAs foram selecionados 

a partir do trabalho apresentado no capítulo 2 na qual utilizando ferramentas de bioinformática 

determinamos miRNA presentes em plaquetas com potencial de regulação da osteogênese 

(FERREIRA; ZAMBUZZI, 2021). É importante destacar que estes miRNA tiveram sua expressão 

analisada em células MS (como os demais) e não em plaquetas (ou suas micropartículas). Dentre 

os miRNAs detectados hsa-miR-361-5p (29 alvos dentre os genes analisados neste capítulo), 

hsa-miR-361-3p (29 alvos dentre os genes analisados neste capítulo), hsa-miR-128 (17 alvos 

dentre os genes analisados neste capítulo) e hsa-miR-7-5p (41 alvos dentre os genes analisados 

neste capítulo). O primer desenhado para hsa-miR-361 é referente as duas formas maduras (3p e 

5p): 

hsa-miR-7-5p teve sua expressão relativa modulada por ambos os fatores e sua interação 

(Tempo: P = 9,80 × 10-11/ Tratamento: P = 6,14 × 10-6/ Interação: P = 1,93 × 10-6). Entre os 

períodos de 24 h e 7 dias todos os grupos tratados tiveram aumento em sua expressão relativa 

(MO: P = 1,59 × 10-5/ PRP: P = 8,91 × 10-8/ Liof: P = 4,98 × 10-7). Em 7 dias foram observadas 

diferenças entre o grupo controle e os demais (MO: P = 1,88 × 10-5/ PRP: P = 1,41 × 10-7/ Liof: 

P = 1,37 × 10-6). 

Ambos os fatores, e sua interação, afetaram a expressão de hsa-miR-128 (Tempo: P = 

1,09 × 10-11/ Tratamento: P = 7,53 × 10-8/ Interação: P = 2,40 × 10-8). Entre 24 h e 7 dias os 

grupos MO (P = 5,45 × 10-4), PRP (P = 3,88 × 10-10) e Liof (P = 8,46 × 10-8) apresentaram um 

aumento na expressão relativa. Em 7 dias foram observadas diferenças significativas entre PRP 
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e os demais grupos (Controle: P = 9,50 × 10-10/ MO: P = 3,22 × 10-7/ Liof: P = 3,68 × 10-3), entre 

MO (P = 1,94 × 10-3) e Liof (P = 2,08 × 10-7) em relação ao grupo controle, e na comparação 

entre os grupos MO e Liof (P = 3,68 × 10-3). 

Por último, a expressão relativa de hsa-miR-361 foi impactada pelos fatores avaliados 

(Tempo: P = 1,04 × 10-11/ Tratamento: P = 2,48 × 10-8/ Interação: P = 7,86 × 10-9). Os grupos 

MO (P = 2,52 × 10-9), PRP (P = 1,26 × 10-9) e Liof (P = 1,54 × 10-2) tiveram sua expressão 

aumentada entre os períodos de 24 h a 7 dias. Em 7 dias o grupo PRP apresentou diferenças 

significativas em relação aos grupos controle (P = 2,11 × 10-8) e Liof (P = 7,36 × 10-8). Também 

foram observadas diferenças significativas entre os grupos controle (P = 1,05 × 10-8) e Liof (P = 

3,48× 10-8) em relação ao grupo MO. A Figura 32 contém os gráficos dos miRNAs avaliados 

neste capítulo. 

 

Figura 32 - Expressão gênica relativa de miRNAs de interesse em células MS submetidas ao tratamento 

com PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados hsa-miR-7 (a), hsa-miR-128 (b) e hsa-

miR-361 (c). As diferenças estatísticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de 

multiplacomparação de Tukey. Significâncias estatísticas das comparações múltiplas foram representadas 

da seguinte forma: * representa diferença significativa para o grupo controle, # representa diferença 

significativa para o grupo MO e & representa diferença significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos 

de reta horizontais representam diferença significativa entre os períodos avaliados, sendo representados 

apenas comparações entre os mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferenças significativas 

foi menor que 0,05. 

4.3.3 Análise de componentes principais 

Para um melhor entendimento do complexo mapa molecular obtido com os resultados de 

RT-qPCR optamos por realizar uma análise de componentes principais (PCA), muitas vezes 

conhecida por análise multivariada. PCA é capaz de transladar dados com grandes quantidades 

de variáveis em representações com menos variáveis (conhecida como redução de 

dimensionalidade), normalmente 2 variáveis/ dimensões ou, como são mais conhecidos, 

componentes principais. Através deste procedimento PCA são muito uteis em análises de 

agrupamentos (clusters), observação de tendências e outliers, ou mesmo compactação de 

datasets. Para a realização de nossa PCA utilizando a ferramenta R, sendo a análise realizada com 

o pacote base e a representação visual com o pacote factoextra (KASSAMBARA; MUNDT, 

2020). Cada gene avaliado por RT-qPCR foi considerado uma dimensão e cada grupo uma 
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observação. Os valores de expressão foram escalonados (Transformados em valores entre 0 e 1) 

e centralizados (Tiveram a média subtraída) antes de realizar a PCA. 

A Figura 33 contém o scree plot da PCA, nele temos o número de dimensões no eixo X 

pela porcentagem de variância explicada. Foi possível observar que as duas primeiras dimensões 

explicam juntas 73,9 % da variância dos dados (A 1ª 49,8% e a 2ª 24,1%), então foi possível 

representar os grupos utilizando apenas 2 componentes principais (PCs) como visto na Figura 

34. Os todos os grupos em 24 horas e o grupo controle em 7 dias se agruparam sob o PC1 ou eixo 

x levemente deslocados no sentido negativo do eixo. Já os grupos MO, PRP e Liof em 7 dias se 

encontram deslocados no sentido positivo do eixo x e com uma variação no sentido do eixo y ou 

PC2, com PRP e Liof no sentido positivo e MO no sentido negativo. Essa representação dos 

grupos em PC1 e PC2 nos fez interpretar PC1, que explica a maior parte da variância dos dados, 

como o efeito temporal nos tratamentos, uma vez que todos os grupos em 24 horas se mantiveram 

altamente agrupados sob o eixo. 

Já o PC2, em nossa interpretação, contém o efeito dos tratamentos na célula. Isso 

demonstraria, que para os genes avaliados neste capítulo, os tratamentos entre PRP e Liof 

resultariam em um perfil de expressão gênica distinto ao perfil obtido com MO. A Figura 35 

contém uma representação da PCA conhecido por biplot onde os grupos são representados como 

pontos e as varáveis são representadas como setas. Nesta representação o ângulo de uma variável 

com o eixo indica a correlação deste com o PC em questão. O mesmo pode se dizer de um ângulo 

entre duas variáveis. A correlação pode ser calculada através do cosseno do ângulo, sendo máxima 

para um ângulo de 0°, nula para 90° e mínima em 180°. Devido a poluição gerada na imagem do 

biplot, devido à alta quantidade de variáveis estudadas, geramos gráficos de barras para a 

contribuição de cada variável para os PC1 (Figura 36) e PC2 (Figura 37), nelas a linha tracejada 

horizontais indica o limiar de uma distribuição aleatória. Observando as contribuições para PC2 

temos RUNX2, ALPL e SP7 (OTX), que neste trabalho foram utilizados como marcadores da 

osteogênese (O único que não apresentou alta contribuição foi BGLAP/Osteocalcina), aparecem 

com alta contribuição, corroborando com a interpretação de PRP e Liof apresentarem um perfil 

osteogênico distinto de MO. Para PC1 nos chamou a atenção a alta contribuição de genes de 

proliferação estudados, corroborando com a hipótese de PC1 ser relacionado a um efeito temporal 

em nossas amostras. 
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Figura 33 - Scree plot da PCA para a expressão gênica relativa de células MS. 
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Figura 34 - PCA - Gráfico da representação dos grupos individuais. 
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Figura 35 - Biplot da PCA grupos individuais representados como pontos e variáveis representadas como 

setas. 
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Figura 36 - Gráfico de contribuição das variaveis para a PC1. 
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Figura 37 - Gráfico de contribuição das variáveis para a PC2. 

4.3.4 Análises de redes de correlação 

Na sequência utilizamos a correlação da expressão gênica relativa dentre todas as 

amostras para a construção de uma rede de interação. Para isso utilizamos a correlação de Pearson 

entre os genes avaliados para a construção de uma matriz de adjacência. Matrizes de adjacência 

são matrizes numéricas quadradas em que suas linhas e colunas representam cada gene, estas são 

apenas de compostas de 1 e 0, sendo 1 indicando que existe interação entre os genes e 0 que não 

há interação. Uma rede de interação pode ser direta ou indireta, para nossa análise consideramos 

as interações como indiretas. A construção da matriz de adjacência (A) se deu da seguinte forma: 

se o módulo do coeficiente de correlação de Pearson for maior que 0,75 então a o elemento 

correspondente da matriz A recebe o valor de 1, caso contrário recebe 0. Por fim do pacote igraph 
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foi utilizado para construir a rede a partir da matriz de adjacência. A Figura 38 contém o esquema 

da construção da rede de correlação. 

 

Figura 38 - Esquema para a construção da rede de correlação baseada na expressão gênica. 

A Figura 39 contém um heatmap dos valores de correlação obtidos, valores da diagonal 

principal foram manualmente ajustadas para zero para evitar “auto-loops” na rede de correlação. 

A rede de correlação obtida contém 48 vértices (ou nodos) representando os genes avaliados e 

282 arestas representando as interações, com apenas 9 dos genes não apresentaram interações, 

foram eles: EGFR1, ERBB2, BCL2, RAC1, IGFR1, HGFR, RHOA, CDC42 e PXN. 

Centralidades importantes dos genes foram calculados utilizando o pacote igraph. A Tabela 9 

contém os valores para Grau de conectividade, Grau de proximidade e Grau de intermediação 

para cada gene e a Figura 40 contém gráficos de densidade para os valores de cada centralidade 

observada. 
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Figura 39- Heatmap da correlação de Pearson dos genes avaliados. 

Tabela 9 - Valores de centralidades para cada gene. 

Gene 
Grau de 

conectividade 

Grau de 

proximidade 

Grau de 

intermediação 

AKT 4 0.001835 0.333333333 

ALP 12 0.001898 2.897310519 

BCL2 0 4.43E-04 0 

BMPR1 8 0.001883 0.446679396 

BMPR2 11 0.001894 2.247310519 

CDC42 0 4.43E-04 0 

CDK2 20 0.002008 7.941441559 
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CDK4 20 0.001988 29.60972246 

CDK6 21 0.002012 12.48231457 

COFILIN 19 0.002004 9.359513054 

EGFR1 0 4.43E-04 0 

ERBB2 0 4.43E-04 0 

ERBB3 3 0.001832 0 

ERBB4 6 0.001876 2.984891599 

ERK 13 0.001965 75.60195757 

FAK 7 0.001901 0 

FGFR1 19 0.002004 6.343626163 

FGFR2 19 0.002004 7.105344323 

FGFR3 18 0.00198 1.414768605 

FGFR4 19 0.001984 25.16607167 

GRB2 20 0.002028 89.82293275 

HGFR 0 4.43E-04 0 

Hsa-mir-128 18 0.00198 1.414768605 

Hsa-mir-361 18 0.002024 193.6505938 

Hsa-mir-7 18 0.002 5.507528927 

IGFR 0 4.43E-04 0 

IL18R 12 0.001984 140.1672222 

IL1R 20 0.002008 7.941441559 

INTEGRINB1 11 0.001894 2.247310519 

KI67 20 0.001957 78.47797718 

OSTEOCALC 14 0.001969 0.997069147 

OTX 10 0.00189 0.696679396 

P15 21 0.002012 12.48231457 

P21 21 0.002012 12.48231457 

PDGFRB 13 0.001992 22.54474867 

PI3K 20 0.002008 7.941441559 

PXN 0 4.43E-04 0 

RAC1 0 4.43E-04 0 

RHOA 0 4.43E-04 0 

RHOC 12 0.001898 2.897310519 

ROCK1 10 0.001862 0.717857143 

RUNX2 12 0.001898 2.897310519 

SHC1 21 0.002012 12.48231457 



89 
 

SOS1 8 0.001855 0.125 

SRC 21 0.002012 12.48231457 

TGFBR 5 0.001873 1.141942881 

VEGFR1 8 0.001855 0.125 

VEGFR2 12 0.001961 51.82232098 

 

 

Figura 40 - Gráfico de densidades para as centralidades analisadas. 

 

Utilizando o aplicativo MCODE do Cytoscape foi possível encontramos clusters na rede 

de correlação. Foram obtidos 2 clusters, o primeiro contendo 19 genes e 330 interações e o 

segundo com 13 genes e 134 interações. O primeiro cluster contém os seguintes genes: CDK6, 

PI3K, CDK4, CDK2, P21, P15, IL1R, Hsa-mir-7, Hsa-mir-361, Hsa-mir-128, KI67, GRB2, 

FGFR4, FGFR3, FGFR2, FGFR1, SRC, COFILIN e SHC1. O segundo cluster contém: 

ROCK1, RHOC, OTX, INTEGRINB1, IL18R, ERK, BMPR2, BMPR1, ALP, VEGFR2, 

VEGFR1, SOS1 e RUNX2. Já AKT, ERBB3, ERBB4, FAK, OSTEOCALCINA, PDGFRB 

e TGFBR1 não fizeram parte de clusters embora apresentem interação na rede. A Figura 41 

contém a rede de correlação obtida colorida de acordo com a participação ou não em clusters. 
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Figura 41 - Rede de correlação obtida. Genes relativos ao cluster 1 foram coloridos em vermelho, do cluster 

2 em amarelo, genes da rede que não fizeram parte de clusters foram coloridos em branco e gene sem 

interações foram coloridos em azul. 

O processo de randomização de redes foi utilizado para a comparação da rede de 

correlação gerada. Este processo consistiu em gerar 1000 redes aleatórias com o número de 

vértices igual e densidade de arestas aproximadamente igual ao da rede de correlação (Vértices = 

48/Densidade = 0.25). O método para gerar as redes escolhido foi o de Erdos & Renyi (ERDӦS; 

RĖNYI, 1959). Em seguida foram calculadas as médias dos caminhos para as 1000 redes 

aleatórias e para a rede de correção. Por fim, foi utilizado um histograma para a determinação de 

quantas redes aleatórias têm um comprimento médio do caminho maior ou menor do que o 

comprimento médio do caminho da rede original. A Figura 42 contém o histograma obtido pelo 

processo de randomização, a linha tracejada demonstra o valor obtido em nossa rede de 

correlação. 

 

Figura 42 - Histograma dos caminhos médios obtidos pelo processo de randomização. 
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Os genes encontrados em cada cluster foram então utilizados para análise de 

enriquecimento funcional utilizando a ferramenta DAVIDtools. Foram realizadas análises de 

ontologias para processos biológicos (BP: biological process) e funções moleculares (MF: 

molecular functions) e para vias de sinalização com KEGG pathway. As figuras Figura 43, 

Figura 44 e Figura 45 contêm resultados para o Cluster 1 enquanto as figuras Figura 46, Figura 

47 e Figura 48 contém gráfico de barras dos resultados obtidos pela análise de enriquecimento 

funcional para os genes do Cluster 2. 

 

Figura 43 - Análise de enriquecimento funcional de processos biológicos dos genes encontrados no Cluster 

1. 



92 
 

 

Figura 44 - Análise de enriquecimento funcional de funções moleculares dos genes encontrados no Cluster 

1. 
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Figura 45- Análise de enriquecimento funcional de vias de sinalização para os genes encontrados no Cluster 

1. 

 

Figura 46 - Análise de enriquecimento funcional de processos biológicos dos genes encontrados no Cluster 

2. 
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Figura 47 - Análise de enriquecimento funcional de funções moleculares dos genes encontrados no Cluster 

2. 
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Figura 48 - Análise de enriquecimento funcional de vias de sinalização para os genes encontrados no Cluster 

2. 

4.4 Discussão 

PRP vem sendo proposto como alternativa no tratamento de lesões ósseas devido ao 

diverso conteúdo de biomoléculas ativas como fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, 

miRNAs, hormônios e íons (BOILARD; DUCHEZ; BRISSON, 2015; FERREIRA; ZAMBUZZI, 

2020). Múltiplos estudos clínicos foram desenvolvidos demonstrando eficácia do tratamento 

utilizando PRP, porém há uma falta de estudos que demonstrem seu efeito na maquinária 

molecular das células. Neste capítulo investigamos o a modulação de vias de sinalização celular 

clássicas pelo efeito de PRP líquido e liofilizado, em um modelo de osteodiferenciação em 

períodos iniciais, utilizando expressão gênica relativa e técnica de bioinformática. 

O processo de modulação celular causado pelo efeito do tratamento com PRP começa na 

membrana celular, onde existem receptores especializados para os diferentes fatores de 

crescimentos e citocinas presentes no PRP (AMABLE et al., 2013; MARX et al., 1998). São estes 

receptores que iniciam a cascata de sinalização celular alterando toda sua performance e a 

contextualizando com o seu novo ambiente (AGHAJANOVA et al., 2018). Viabilidade, 

proliferação e adesão celular são processos biológicos amplamente estudados e desejados no 

contexto de regeneração tecidual (DIMITRIOU et al., 2011; WALMSLEY et al., 2016). Para a 
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engenharia de tecido ósseo, é importante o potencial de indução da osteogênese pelo tratamento 

(GIACOMO; CATALDI; SANCILIO, 2020; LEE et al., 2019b). 

Para elucidação do complexo mapa molecular obtido utilizamos técnicas de 

bioinformática com PCA e redes de correlação. PCA é uma técnica de redução de 

dimensionalidade amplamente utilizada na análise de largos conjuntos de dados para a 

simplificação da análise (SELL et al., 2020). Através da PCA foi possível agruparmos nossas 

amostras e comparar os grupos analisados neste trabalho. Os dois componentes principais foram 

capazes de explicar 73,9% da variância dos valores de expressão obtidos. O primeiro componente 

(49,8%) agrupou os grupos tratados durante 7 com PRP e Liofilizado junto ao grupo tratado com 

meio osteoindutor, também por 7 dias. Genes como os referentes ao controle do ciclo celular, 

proliferação e adesão/remodelamento do citoesqueleto foram observados com alta contribuição 

para este componente. Observando que grupos tratados em 7 dias apresentaram diferenças 

antagônicas em relação ao PC1 quando comparados aos grupos em 24 horas, os efeitos de 

tratamentos com PRP e Liofilizado foram capazes de modular o ciclo celular impactando na 

sobrevivência e proliferação celular. De fato, os genes investigados para aferição do 

comportamento do ciclo celular apresentaram um aumento em sua expressão em 7 dias. Nos 

últimos anos nosso grupo tem investigado a expressão desses genes como gatilho para eventos 

biológicos de interesse, uma vez que estes regulam fases de síntese de proteínas durante o ciclo 

celular (DA SILVA et al., 2020b; MACHADO et al., 2019).  

Cofilina, FAK e SRC foram outro conjunto de genes a apresentar alta contribuição para 

PC1. FAK e SRC são proteínas transdutora de sinais em diversos contextos biológicos, com 

especial destaque para a participação o complexo de adesão focal, onde após ativação de 

integrinas durante a adesão celular, FAK e SRC disparam vias de sobrevivência e proliferação 

(BEZERRA et al., 2017; DA SILVA et al., 2020b; ZAMBUZZI et al., 2011c). SRC apresentou 

um aumento em sua expressão nos grupos tratados em 7 dias, enquanto FAK apresentou apenas 

um efeito temporal no grupo tratado com PRP. Cofilina é uma proteína que atua diretamente no 

remodelamento dos filamentos de actina (MACHADO et al., 2019). Estes resultados indicam que 

os tratamentos com PRP e Liofilizado promovem um microambiente capaz de favorecer a adesão 

celular e possivelmente sua migração. Para testar esta hipótese investigamos a expressão de Rho-

GPTases como RHOA, RHOC, ROCK1, RAC1 e CDC42, proteínas estas classicamente 

relacionadas ao remodelamento do citoesqueleto em diferentes processos biológicos 

(AIYELABEGAN; SADRODDINY, 2017; DA COSTA FERNANDES et al., 2018b; 

PARSONS; HORWITZ; SCHWARTZ, 2010; VEGA et al., 2011). Porém RHOA, RHOC e 

ROCK1 apresentaram maior contribuição para PC2, com elevada expressão no grupo tratado com 

meio osteoindutor em comparação aos grupos PRP e Liofilizado. 
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A participação de RHOA no comprometimento de células tronco mesenquimais com o 

fenótipo osteoblástico foi demonstrada por McBeath et al. (MCBEATH et al., 2004). A expressão 

de Rho-GPTases foi encontrada correlata com BPM2 e BMP4 levando a formação de tecido ósseo 

pelo grupo de Harmey et al. (HARMEY et al., 2004). RAC1, que é descrita como atuante no 

processo de diferenciação osteoblástica, foi observada com alta expressão no grupo tratado pelo 

meio osteoindutor e baixa nos grupos tradados (HUCK et al., 2020). 

Ainda sobre PC1 foram observados alta contribuição de receptores de FGF. A sinalização 

via FGF é descrita como importante para o desenvolvimento ósseo (MARIE; MIRAOUI; 

SÉVEÈRE, 2012; PERRINE et al., 2019; SU; JIN; CHEN, 2014). GRB2 e SHC1, proteínas 

classicamente relacionadas a interação com receptores tirosina quinase (RTK), também foi 

observada contribuindo para PC1. A interação entre FGFRs e GRB2-SHC1 é reportada durante 

eventos da diferenciação osteoblástica e em condições patológicas do osso (CURTO et al., 1998; 

SU; JIN; CHEN, 2014; XIE et al., 2020b). PI3K que também apresentou contribuição para PC1 

é relatada como ativada por GRB2 e SRC, levando a ativação da via PI3K/AKT/mTOR 

responsável pela sobrevivência, proliferação, diferenciação entre outras (CORN et al., 2013). 

Receptores de IL1β e IL18 também apresentaram alta contribuição para PC1, exibindo um 

aumento na sua expressão nos grupos tratados. Essas proteínas participam do processo 

inflamassômico que vem sendo explorado por nosso grupo como atuante no metabolismo de 

osteoblastos (DA S. FELTRAN et al., 2019; DA SILVA et al., 2020a; SARTORETTO et al., 

2020). 

O segundo componente principal foi capaz de explicar 24,1% da variância dos dados. 

Observando PC2 é possível ver a resposta antagônica entre os grupos tratados com PRP e 

Liofilizado por 7 dias ao compararmos com o grupo tratado com meio osteoindutor por 7 dias. 

Receptores de fatores de crescimento VEGF, TGF, HGF e BMP apresentaram alta contribuição 

para PC2 e diferenças na expressão na comparação entre os grupos tratados com PRP e Liofilizado 

e o grupo tratado com o meio osteoindutor. O aumento na expressão destes fatores é observado 

no processo de diferenciação osteoblástica (CARREIRA et al., 2015; CHEN et al., 2012; HU; 

OLSEN, 2016). ERBB4, um receptor tirosina quinase da família de EGF1, também foi observado 

como contribuindo para PC2. Poucos estudos relacionam a expressão de ERBBs durante a 

diferenciação osteoblástica, em especial ERBB4. Li et al., encontrou que ERBB4 foi capaz de 

ampliar a migração e crescimento celular de células de osteosarcoma, modulando a via PI3K-

AKT (LI et al., 2020). O efeito na migração e proliferação em células de osteosarcoma causado 

por ERBB4 também foi descrito por Geryk-Hall & Hughes (GERYK-HALL; HUGHES, 2009). 

Dentre os marcadores da diferenciação osteoblástica analisados RUNX2, Osterix (SP7) e ALPL 

apresentaram contribuições para PC2, enquanto Osteocalcina (BGLAP) apresentou para PC1. 

RUNX2 e Osterix são fatores de transcrição amplamente relacionados a osteogêsese (ASSIS et 
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al., 2021; DA SILVA et al., 2019b; KANG et al., 2018). ALPL por sua vez é uma proteína de 

membrana que atua mineralização da matriz extracelular, sendo amplamente estudada como 

marcador da diferenciação osteoblástica (BEZERRA et al., 2017; DA SILVA et al., 2019b, 

2020b). 

A osteogênese como efeito do tratamento com PRP vem sendo estudada em modelos in 

vitro, in vivo e em alguns ensaios clínicos com foco em análises histológicas e de proliferação 

celular, com poucos estudos abordando a expressão gênica como resposta ao tratamento 

(KASTEN et al., 2006; WANG et al., 2019; YU et al., 2017; ZOU et al., 2014). Os estudos que 

utilizam de expressão gênica focam nos genes marcadores da osteogênese como RUNX2, Osterix, 

Osteocalcina, Osteopontina e Colágeno, com uma lacuna de trabalhos reportando modulação de 

outras vias clássicas. Xie et al. avaliaram o efeito de PRP e seu liofilizado na osteogênese de 

células tronco de medula óssea obtidas de coelho. Os genes investigados ALP, Osteocalcina e 

BMP2 nos tempos 1,3,6 e 9 dias apresentaram modulação em sua expressão com diminuição ao 

longo deste período (XIE et al., 2020a). Os autores realizaram também marcações de vermelho 

de alizarina e de fosfatase alcalina onde observaram aumento na mineralização ao longo no tempo 

nos grupos tratados com liofilizado. Embora os autores clamem o efeito do tratamento de PRP e 

Liofilizado na osteogênese, faltam dados da expressão de fatores de transcrição RUNX2 e Osterix 

para melhor avaliação. Todavia, os resultados indicam um aumento na proliferação e 

mineralização como efeito do tratamento. 

Em nosso trabalho publicado no capítulo 2 investigamos utilizando bioinformática a 

possibilidade de miRNA’s carreados por plaquetas modularem a osteogênese. O conteúdo de 

miRNA’s em plaquetas vem ganhando destaque nos últimos anos com especial destaque para 

processos patológicos (DAHIYA et al., 2015; FERREIRA; ZAMBUZZI, 2020; KRAMMER; 

MAYR; HACKL, 2020). Selecionamos 3 miRNAs para avaliarmos sua expressão em células MS 

ao serem tratadas com PRP ou Liofilizado. É importante ressaltar que pela limitação de nosso 

modelo experimental não é possível afirmar que estes miRNA foram transferidos pelas plaquetas 

para as células MS, devendo ser colocado como uma expressão de origem endógena. hsa-miR-

361, hsa-miR-128 e hsa-miR-7 tiveram sua expressão aumentada pelos tratamentos. Poucos 

trabalhos na literatura investigaram a expressão destes miRNAs. hsa-miR-7 foi relatado como 

capaz de promover a osteogênese através da inibição da transcrição de CRY2 em um processo 

ativado pela via de STAT3 (TANG et al., 2020). hsa-miR-361 em mulheres com osteoporose pós-

menopausa e em modelo animal de osteoporose (WANG et al., 2021). Zhang et al. encontram que 

hsa-miR-128 é capaz de inibir a diferenciação osteoblastica em modelo utilizando ensaio in sílico 

e com células tronco de medula óssea (ZHANG et al., 2020). A elevada expressão deste pode se 

um fator dos níveis de expressão dos marcadores da diferenciação osteoblástica terem sido 

encontrados baixo em nossos tratamentos. 
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Redes de correlação são objetos matemáticos que vem sendo amplamente utilizado para 

a representação visual de dados ômicos (BATUSHANSKY; TOUBIANA; FAIT, 2016; BAUM; 

RAJAPAKSE; AZUAJE, 2019; JARDIM et al., 2019). Com ela é possível foi possível tratarmos 

relações entre os genes avaliados baseados em sua correlação. Utilizando randomização 

verificamos que nossa rede apresentou características distintas de redes com números de vértices 

o que evidencia que as relações biológicas por ela representadas são significativas. Os dois 

clusters obtidos apresentaram genes similares aos genes com contribuição significativa aos dois 

primeiros componentes principais e as funções biológicas encontradas nestes foram relacionados 

a vias PI3K-AKT, RAS e MAPK para o cluster 1 (similar ao PC1) e o cluster 2 apresentou estas 

somada as vias de VEGF e adesão focal. Os valores de centralidade reforçam o papel de ciclinas 

em nosso modelo, além de receptores de FGF e proteínas reguladoras da transdução de sinais 

como GRB2, SHC1 e SRC. 

Ao todo nossos dados indicam um potencial no aumento da proliferação celular 

decorrente do efeito de PRP e Liofilizado em células tronco mesenquimal obtida de polpa de 

dente decíduo, contudo uma diminuição do potencial osteoindutor destes tratamentos nas 

mesmas. 

4.5 Constatações 

• PRP e liofilizado modularam genes estudados neste período; 

• Comparados ao grupo meio osteoindutor, PRP e liofilizado apresentaram um perfil de 

expressão gênica distintos para os períodos estudados; 

• Embora o perfil de expressão gênica obtido para os grupos PRP e liofilizado tenham sido 

similares, foram observadas diferenças entre alguns genes que podem ser explicadas pelo 

conteúdo proteico dos grupos. Este deverá ser mais bem elucidado com a realização da 

análise proteômica (shotgun); 
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Capítulo 5 

 

 

 

 

 

 

Obtenção de um hidrogel a base de alginato 

associado a PRP e fosfatos de cálcio  
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5.1 Resumo do capítulo 

Com o aumento na expectativa de vida e na urbanização de nossas cidades, lesões ósseas se 

tornaram mais comuns e com elas veio o desafio em propor novos procedimentos para a 

regeneração do tecido no menor tempo possível, provendo maior qualidade de vida e impactando 

na saúde pública. Embora o tecido ósseo seja um tecido altamente dinâmico com boa capacidade 

de se regenerar, em caso de lesões mais severas faz-se necessário o uso de biomateriais que 

permitam uma boa regeneração tecidual. Até o presente, não foi desenvolvido nenhum material 

sintético que reúna as propriedades e capacidades ofertadas pelo material autógeno, 

conhecidamente como material ideal. Dentre as diversas terapias propostas, a associação de 

biomateriais em escala nanométrica, como hidroxiapatita, vem apresentando resultados positivos 

no processo de regeneração do tecido ósseo. Outra vertente amplamente utilizada é o uso de 

plasma rico em plaqueta (PRP), obtido do próprio paciente, no tratamento destas lesões. 

Baseando-nos neste prévio conhecimento sobre o potencial de ambas as terapias, neste capítulo 

buscamos a síntese de um biomaterial capaz de modular a performance óssea acelerando a 

regeneração tecidual. Alginato foi utilizado para a obtenção de um hidrogel. Foi realizada a 

síntese e caracterização de hidroxiapatita e fosfato tricálcio e em seguida foi estudada a 

incorporação deste num hidrogel de alginato junto a PRP. A citotoxicidade do biomaterial em 

células de pré-osteoblastos e macrófagos foi analisada e por fim RT-qPCR foi utilizada para 

averiguar a modulação de marcadores da fase inflamatória. 

5.2 Materiais e métodos 

5.2.1 Coleta de sangue e obtenção do plasma rico em plaquetas (PRP): 
líquido e liofilizado 

Ver item 3.2.1 Coleta de sangue e obtenção do plasma rico em plaquetas (PRP): 

líquido e liofilizado. 

5.2.2 Síntese de fosfato tricálcio 

A síntese de fosfato tricálcio foi realizada por síntese de estado sólido (CICEK et al., 

2011). 0,20 mol de carbonato de cálcio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e 0,40 mol de fosfato de 

cálcio bibásico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram misturados utilizando-se acetona como 

solvente. Após homogeneização da mistura por 30 minutos deixou-se a solução descansar 

overnight. O precipitado então foi seco em uma estufa por quatro horas a 80 °C. O pó seco foi 

levado em cadinhos de alumina (99%) e em seguida calcinadas por 1100 °C por seis horas (Rampa 

de temperatura de 15 ° C por minuto). Ao final, o material foi transferido para estufa seca a 80°C 

para armazenagem. 
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5.2.3 Síntese de hidroxiapatita 

Hidroxiapatita foi sintetizada utilizando método de co-precipitação. 30 mM de Na2HPO4 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram mantidos em agitação enquanto 50 mM de CaCl2 (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) foram gotejados. Após o gotejamento a solução foi mantida em agitação 

por 30 minutos para otimização da reação entre íons Ca2+ e PO4
3-. Em seguida a solução foi 

centrifugada a 4000 RPM por 15 minutos a temperatura ambiente e a fase liquida descartada. A 

fase sólida foi então lavada utilizando água milli-q e agitador orbital por 1 hora. Ao final as 

soluções foram novamente centrifugadas e a fase sólida transferida para estufa a 80 ° C. Foi 

estudado o efeito do tratamento térmico nas hidroxiapatitas nos tempos 2 horas, 3 horas e 4 horas 

nas temperaturas de 900 ° C, 1000 ° C e 1100 ° C. 

5.2.4 Construção de hidrogéis 

Hidrogéis foram obtidos a partir do método descrito por Demirtas et. al. com algumas 

modificações (DEMIRTAŞ; IRMAK; GÜMÜŞDERELIOĞLU, 2017). Alginato de sódio 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi diluído em PBS (pH 7,4) na concentração de 3% 

(massa/volume). CaSO4 1% (massa/volume) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi adicionado à 

solução para início do processo de reticulação do alginato na proporção de 2:1 (Alginato:CaSO4). 

Essa solução foi homogeneizada utilizando uma seringa através do processo de agitação. Em 

seguida foram adicionados 20 mg por mL de HAp ou TCP e novamente homogeneizados 

exaustivamente utilizando uma seringa. 10 mL de solução foram despejadas em solução de CaCl2 

1M para reticulação total.  

Hidrogéis de PRP foram obtidos utilizando uma solução de 50 mg de liofilizado de PRP 

diluídos em 5 mL de água ultrapura. Esse foram diluídos na solução de Alginato nas proporções 

de 1:1, 3:2, 4:1, 3:1 e 9:1(Alginato:PRPLiofilizado) além da solução com apenas alginato. 1 mL 

destas concentrações foi pipetado em poço de placa de 24 poços e 2 mL de CaCl2
 20 mM foram 

adicionados para reticulação. 

5.2.5 Espectroscopia na região do infravermelho médio com transformada 
de Fourier (FTIR). 

Ver item 3.2.8 Espectroscopia na região do infravermelho médio com transformada 

de Fourier (FTIR). 

5.2.6 Difratometria de raios-x 

Os padrões de difração de raios-X em pó (DRX) foram coletados por meio de um 

difratômetro de bancada (MiniFlex de 6ª geração, Rigaku), aplicando radiação CuKα1 (λ = 1,5406 
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Â; 40 kV; 15 mA), na faixa de 5 a 80º, com taxa de 4º min-1 e um tamanho de passo de 0,04º. 

Previamente à análise, as amostras serão posicionadas em suportes para amostras de fundo zero. 

5.2.7 Cultura celular 

Células MC3T3-E1 foram cultivadas em meio de cultura alfa-MEM (Vitrocell, 

Campinas, SP, Brasil) e células Raw 264.7 foram cultivadas em meio de cultura DMEM 

(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), suplementado com soro fetal bovino (10 %), antibiótico e 

antimicótico, e mantidas em estufa úmida a 37 ° C e 5 % de CO2. Meio osteoindutor foi produzido 

suplementado o meio de cultura com 50 μg/ml de fosfato de ácido L-ascórbico, 10 mM de β-

glicerofostato e 100 nM de dexametasona. 

5.2.8 Ensaio de citotoxicidade 

Hidrogeis de alginato com PRP e HAp ou TCP foram utilizados para condicionamento 

do meio de cultura por 24 horas conforme a ISO10993-12. A citotoxicidade do meio condicionado 

com foi avaliada utilizando o ensaio de MTT. Meio de cultura sem tratamento foi utilizado como 

controle. Células MS foram semeadas a 5 × 104 células por mL em placas de 96 poços. Após 24 

horas as células foram tratadas por adicionais 24 horas, quando o meio foi coletado e outro meio 

contendo o MTT foi adicionado. Após 4 horas, o meio contendo MTT foi retirado e o formazan 

formado foi diluído em DMSO, o qual foi medido em microleitor de placas a absorbância de 570 

nm. 

5.2.9 Expressão gênica relativa 

Células MC3T3 e Raw 264.7 foram semeadas a 5 × 104 células por mL em placas de 6 

poços. Após tratamento, as células foram coletadas, homogeinizadas em TRIzol® e armazenadas 

em biofreezer a -80 °C. Para isolar o RNA total foi utilizado o método 

TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol, de acordo com as especificações do fabricante. A quantidade 

e pureza do RNA extraído foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as 

razões OD 260/280 (≥ 1,8) e OD 260/230 (≥ 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, 

Uniscience). A transcrição reversa dos RNAs extraídos, realizada com kit SuperScript First 

Strand. As reações para o estudo do padrão de expressão dos possíveis genes foram realizadas em 

triplicata utilizando SYBR Green Master Mix (q-PCR®, Promega) e iniciadores específicos 

(Primers) mostrados na Tabela 10. Para o cálculo da quantidade relativa utilizou-se o método 

limiar crítico comparativo 2-ΔΔCt, sendo os resultados expressos como média ± desvio padrão de 

3 experimento independentes realizados em duplicata e como o controle interno, o gene GAPDH. 
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Tabela 10 - Lista de sequencias de primers utilizadas neste capítulo. 

Gene Forward Reverse 

Cdk2 

(12566) 
TACCCAGTACTGCCATCCGA CGGGTCACCATTTCAGCAAA 

Cdk4 

(12567) 
TCGATATGAACCCGTGGCTG TTCTCACTCTGCGTCGCTTT 

Cdk6 

(12571) 
TTCTCACTCTGCGTCGCTTT CGCCGATCAGCAGTATGAGT 

P21 

(12575) 
CGCCCGATCAGCAGTATGAGT GCCGGGCTCTGGAACTTTAT 

Tnfα 

(21926) 
CCACATCTCCCTCCAGAAAA AGGGTCTGGGCCATAGAACT 

Nfkb 

(18033) 
GGTTCAGGAGCTGCTGAAAC GGTTCAGGAGCTGCTGAAAC 

Il1r1 

(16177) 
ACCCCCATATCAGCGGACCG TTGCTTCCCCCGGAACGTAT 

Myd88 

(17874) 
ATGGTGGTGGTTGTTTCTGACGA GCAAGGGTTGGTATAGTCGCATATA 

Il6 

(16193) 
AGTTGCCTTCTTGGGACTGA CAGAATTGCCATTGCACAAC 

Il18 

(16173) 
ACTTTGGCCCGACTTCACTGT GGGTTCACTGGCACTTTGAT 

Il33 

(77125) 
CCTTCTCGCTGATTTCCAAG CCGTTACGGATATGGTGGTC 

Nrlp3 

(216799) 
ATTACCCGCCCGAGAAAGG TCGCAGCAAAGATCCACACAG 

Gapdh 

(14433) 
AGGCCGGTGCTGAGTATGTC TGCCTGCTTCACCACCTTCT 

NOS1 

(nNOS) (18125) 
TACTCCATCAGCTCCTCTCCA GGATGTCAAATTGTCGCTGTT 

NOS2 

(iNOS) (18126) 
CAGCTGGGCTGTACAAACCT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 

NOS3 

(eNOS) (18127) 
AAGCCGCATACGCACCCAGAG TGGGGTACCGCTGCTGGGAGG 

Asc1 

(104385) 
AGACATGGGCTTACAGGA CTCCCTCATCTTGTCTTGG 

Tlr4 

(21898) 
AAACTCAGCAAAGTCCCTGATGAC CGTAGAAACTGTAAGTCGTTGACAG 

Casp1 

(12362) 
TGAAAGAGGTGAAAGAATT TCTCCAAGACACATTATCT 

P15 

(12579) 
GGGCAAGTGGAGACGGTG ACCCCCGCTACCTGGATT 

Il10 

(16153) 
CCAAGCCTTATCGGAAATGA TTTTCACAGGGGAGAAATCG 

Vegfr1 

(14254) 
GAGCTAAAAATCTTGACCCACATTG CAGTATTCAACAATCACCATCAGAG 

Vegfr2 

(16542) 
AGCTCTCCGTGGATCTGAAA TAAGGGCATGGAGTTCTTGG 

5.2.10 Análise dos dados 

Gráficos e testes estatísticos foram realizados nos programas Graphpad Prism7, 

OriginLab 8.5 e no ambiente R com pacotes base e tidyverse. Diferenças significativas entre os 
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grupos estudados foram verificadas empregando-se a análise de variância (ANOVA). Nos casos 

em que a diferença estatística foi significativa, o teste de Tukey foi utilizado para testar as 

diferenças mínimas existentes entre os grupos estudados. Os valores significativos serão 

considerados para P < 0,05. 

5.3 Resultados 

5.3.1 Caracterização de HAp e TCP 

Foram sintetizadas hidroxiapatita (HAp) e fosfato tricálcio (TCP), estas com capacidade 

de osteointegração bem estudadas. HAp foi sintetizada através método de co-precipitação 

utilizando soluções aquosas Na2HPO4 30 mM e CaCl2 50 mM. Essa estequiometria foi pensada 

para obtermos uma matriz com razão cálcio-fosforo de 1,66, característica de HAp. A solução de 

Na2HPO4 foi mantida e sob agitação enquanto a solução de CaCl2 foi gotejada a uma vazão de, 

aproximadamente, 2 gotas por segundo. O intuito de utilizarmos gotejamento foi promover a 

síntese de partículas de menor dimensão. Imediatamente após o início do gotejamento foi 

observado mudança no aspecto da solução, sendo notada uma turgidez do meio devido ao 

princípio da precipitação de HAp na solução. Após o término do gotejamento deixamos a solução 

por 30 minutos em agitação para otimização da reação de íons livres em solução. Em seguida a 

solução foi centrifugada por 15 minutos, lavada por 1 hora para a remoção de sais utilizando um 

agitador orbital e finalmente centrifugada por mais 15 minutos. Nossa síntese foi pensada para ter 

como produto, além de HAp, um resíduo de NaCl este com alta solubilidade em água, assim 

sendo removido pelo processo de lavagem. As HAp foram mantidas em estufa a 80 °C devido ao 

seu alto potencial higroscópico. Caracterização foi feita utilizando espectroscopia de 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e difratometria de raios-x. 

Difratometria de raios-x (DRX) foi utilizada para estudo da composição da síntese de 

HAp e TCP. Difratograma de HAp indicou presença de fases amorfas. Para melhorar 

investigarmos e refinarmos a estrutura cristalina de HAp, realizamos tratamentos térmicos. Os 

tratamentos tiveram como tempos 2,3 e 4 horas e as temperaturas 900, 1000 e 1100 ° C, com uma 

rampa de aquecimento de 15 °C por minuto. Os tratamentos a 1000 °C conseguiram já em 2 horas 

reduzir o número de pequenos picos na região de 2θ aproximadamente 25°~35°. Já tratamentos 

em 900 °C precisaram de 3 horas para a obtenção de resultados similares. Tratamentos com 1100 

°C apresentaram picos distintos e com o aumento do tempo no tratamento foram observados 

novos picos no difratograma. Foi realizada a comparação das estruturas contidas em fichas 

catalográficas utilizando-se o software Search Match (Malvern Pananalytical). A Tabela 11 

contém as principais estruturas retornadas pela busca com a porcentagem de similaridade com 

nossa síntese. A Figura 49 contém os difratogramas da síntese de HAp proveniente da síntese de 

co-precipitação (A) e com os tratamentos térmicos (B). Em trabalhos anteriores havíamos já 
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havíamos utilizado o tratamento de 1000 °C por 2 horas e visto que não apresentava 

citotoxicidade. A Figura 50 contém o difratograma com identificação de picos. Picos marcados 

em vermelho foram detectados utilizando algoritmo automatizado do pacote ggmisc do R 

enquanto os azuis foram inseridos manualmente. 

 

Figura 49 - Difratograma de hidroxiapatita. Após a análise da síntese (A) investigamos a variação no 

difratograma para os tempos 2, 3 e 4 horas nas temperaturas de 900 °C, 1000 °C e 1100 °C (B). Linhas 

verticais contém os principais picos para os materiais de referência: linha sólida monetita (PDF: 75-1520), 
tracejada beta fosfato de cálcio e cobre (PDF: 9-80), pontilhada beta fosfato tricalcio (PDF: 81-2257) e com 

traços longos hidrogenofosfato de cálcio hidratado (PDF: 74-1301). 

Tabela 11 - Resultados de Search match para a comparação com fichas cristalográficas em bases de dados. 

Síntese Cristal referencia 

HAp sintetizada 56% Monetita – PDF: 9-80 

52% Monetita – PDF: 70-360 

HAp – 2h – 900° 39% Beta Fosfato de cálcio e cobre – PDF: 48-1126 

22% Monetita – PDF: 9-80 

HAp – 3h – 900° 78% Beta Fosfato de Calcio – PDF: 81-2257 

19% Monetita – PDF: 70-359 

HAp – 4h – 900° 72% Beta Fosfato de Calcio – PDF:71-2123 

25% Monetita – PDF: 89-5969 

HAp – 2h –1000° 70% Beta Fosfato de Calcio – PDF: 81-2257 

32% Monetita – PDF: 77-128 

HAp – 3h – 1000° 24% Monetita – PDF: 75-1520 

18%Hidrogenofosfato de cálcio hidratado – PDF: 74-1301 
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Figura 50 – Difratograma de hidroxiapatita tratada termicamento por 2 horas a 1000 °C. 

Com FTIR foi possível observar a presença de uma larga banda na região de na região de 

1050 cm-1
 e duas bandas em 540 cm-1 e 610 cm-1, aproximadamente, essas bandas são referentes 

a vibração do grupo PO4
3- e amplamente utilizadas como fingerprint de compostos fosfatos de 

cálcio, como a HAp. Foi observada também uma banda na região 1630 cm-1, referente a vibração 

de OH-, indicando a presença de água livra associada a HAp. A presença de uma banda em 

aproximadamente 860 cm-1 sugere a presença de CO2
3-, que acreditamos ter se originado do ar 

atmosférico. A Figura 51 contém o espectro de HAp em vermelho. Em seguida estudamos 

modificações resultantes da calcinação a 1000 ° C por 2 horas. Para isso utilizamos uma mufla e 

realizamos a rampa de aquecimento a 5 graus por minuto. A calcinação tem como objetivo a 

produção de grãos maiores e mais cristalinos de HAp. 

A após calcinado o espectro infravermelho da amostra foi obtido para comparação. As 

bandas na região de 1050 cm-1, 540 cm-1 e 610 cm-1, características de HAp, foram observadas 

sem variações para a amostra, como desejado. A banda de OH- foi observada em 1630 cm-1 

indicando que o aquecimento não modificou a associação de moléculas de água na estrutura 

cristalina. Não foi observada bandas na região de 860 cm-1 sugerindo a remoção do grupo CO2
3-. 

Por fim foi observado em 730 cm-1 uma banda referente ao grupo P2O7 encontrada quando HAp 

HAp – 4h – 1000° 72% Beta Fosfato de Calcio – PDF:71-2123 

25% Monetita – PDF: 75-1520 

HAp – 2h – 1100° 53% Beta Fosfato de cálcio e cobre – PDF: 48-1126 

22% Monetita – PDF: 9-80 

HAp – 3h – 1100° 59% Beta Fosfato de Calcio – PDF: 71-2123 

24% Monetita – PDF: 89-5969 

HAp – 4h –1100° 71% Beta Fosfato de Calcio – PDF: 81-2257 

27% Monetita – PDF: 75-1520 
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são submetidas a altas temperaturas. A Figura 51 contém o espectro de HAp calcinada a 1000 ° 

C em preto. 

 

Figura 51 - FTIR hidroxiapatita sintetizada (HA) e após tratamento a 1000 °C por 2 horas (HA1000). 

A síntese de TCP foi realizada utilizando síntese de estado sólido. Foram utilizados 0,4 

mol de CaHPO4 ·2H2O e 0,2 mol de CaCO3. Acetona foi utilizada como solvente para a 

homogeneização dos compostos. Em seguida a amostra foi colocada em cadinho de alumina e 

levada a uma mufla onde foi aquecida até 1100 °C (Rampa de aquecimento de 5 graus por minuto) 

por 6 horas. Após resfriada a amostra foi lavada em água milli-q por 1 hora, de modo similar as 

amostras de HAp. Ao término, a amostra foi centrifugada e mantida em estufa a 80 ° C. TCP foi 

caracterizado também utilizando DRX e FTIR. A Figura 52 contém o difratograma de TCP 

obtido em nossa síntese, conforme feito com o difratograma de HAp, os picos marcados em 

vermelho foram detectados utilizando algoritmo automatizado do pacote ggmisc do R enquanto 

os azuis foram inseridos posteriormente. Foi possível observar a presença de vários picos 

indicando a que a amostra contém mais de uma fase. Na comparação com fichas catalográficas 

obtivemos uma similaridade de 100% com a ficha de ICSD-6191, que é referente a beta-TCP. 
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Figura 52 - Difratograma de fosfato tricálcio. 

Foram observadas duas bandas em 605 cm-1 e 545 cm-1, além de uma larga banda na 

região de 1040 cm -1. Como dito anteriormente para HAp, essas bandas são referentes a vibração 

de grupos PO4
3- presentes na amostra e bandas características de amostras de TCP. Foram 

também observadas bandas em 1430 cm-1, 1650 cm-1 e 720 cm-1, referentes aos grupos OH-, CO2
3- 

e P2O7. A presença das bandas de CO2
3- e P2O7 se devem ao processo de síntese escolhida. A 

banda de OH- se deve, provavelmente, pelo fato de o sal de fosfato de cálcio utilizado ser 

dihidratado e durante o aquecimento a água pode ter sido deslocada para o interior da estrutura 

cristalina da amostra. A Figura 53 contém o espectro de TCP obtido. 
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Figura 53 – Espectro infravermelho de TCP. 

5.3.2 Construção de hidrogéis com HAp e TCP 

A próxima etapa estudada foi a construção do compósito com as matrizes inorgânicas e 

PRP. Durante a pandemia com a impossibilidade de realizarmos coletas de PRP optamos por 

começar utilizando o PRP liofilizado que já tínhamos. Isso resultou em uma praticidade para a 

elaboração de nossa síntese que foi a possibilidade de trabalharmos com massa sabendo que a 

massa do liofilizado é proporcional a concentração de proteínas disponíveis ao ser solubilizado 

no meio. Alginato é um polímero abundante na natureza sendo encontrado como componente 

estrutural em algas marinhas marrons (phaeophyceae) e como polissacarídeo capsular em 

bactérias do solo (Hecht & Srebnik, 2016). De formula química (C6H8O6)n, alginato é composto 

por monômeros de ácido β-D-manurônico e ácido α-L-gulurônico, sendo estes conhecidos como 

blocos M e G, respectivamente, ligados por uma ligação β-1,4 (Dodero, Vicini, Alloisio, & 

Castellano, 2019; Hecht & Srebnik, 2016; Yoon, Oh, Jo, Lee, & Hwang, 2014).  

Realizamos a síntese de um hidrogel de alginato com HAp e um com TCP seguindo o 

protocolo de Demirtas (DEMIRTAŞ; IRMAK; GÜMÜŞDERELIOĞLU, 2017). Alginato foi 

dissolvido em PBS 7.4 (3% massa/volume) e em seguida misturada com uma solução de CaSO4 

(1%) na proporção de 2 partes de alginato para 1de CaSO4 para ativar o processo de reticulação 

do alginato. Os autores utilizaram um sistema de mistura “three-way tap” para a homogeneização 
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da mistura, devido a não termos acesso a um equipamento desses utilizamos uma seringa e 

realizamos o procedimento de “up & down” até a soluções estarem satisfatoriamente homogêneas. 

Foram adicionados 20 mg de HAp ou TCP por mL da mistura de alginato/CaSO4. Preparamos 

géis de 10 mL. As matrizes inorgânicas foram homogeneizadas pelo mesmo processo e em 

seguida despejadas em solução de CaCl2 20 mM onde foram mantidas overnight para a completa 

reticulação. A Figura 54 contém as imagens dos hidrogeis para alginato com HAp e TCP 

respectivamente. Essas amostras foram congeladas a – 80 ° C e foram levadas para liofilização 

para podermos utilizar FTIR para estudarmos sua composição química. 

 

Figura 54 - Gel de alginato com HAp e TCP. Vídeo da manufatura do gel 

https://www.youtube.com/watch?v=1648xstSc4I 

A Figura 55 contém os espectros de alginato (SA), HAp e do gel liofilizado de alginato 

com HAp (SA+HAp). As linhas tracejadas mostram bandas presentes em SA+HAp e em SA ou 

HAp. Foram observadas 6 bandas comuns, a banda marcada como 1 é presente entre SA e 

SA+HAp foi observada na região de 2930 cm-1 é referente a vibração da ligação C-H, a banda 

marcada como 2 está na região de 1630 cm-1 é relacionada a vibração de OH-1 esta comum aos 3 

grupos. Em 3 observamos na região de 1425 cm-1 foi observada a vibração de C-H para os grupos 

HAp+SA e SA. Em 875 cm-1 observamos bandas relacionadas ao grupo CO2
3- nos grupos 

HAp+SA e SA essa banda marcada como 4. A banda marcada como 5 foi observada em 750 cm-

1 para os grupos HAp+SA e SA. Essa banda pode ser relacionada a vibração da ligação entre C-

Cl ou ainda C-H. Em 6 foi observada bandas para os grupos HAp+SA e HAp na região de 525 a 

620 cm-1, essas relacionadas a vibração do grupo PO4
3-. As mesmas 6 bandas foram observadas 

https://www.youtube.com/watch?v=1648xstSc4I
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para o grupo TCP+SA, diferindo apenas na intensidade relativa das mesmas. A Figura 56 contém 

o espectro de TCP+SA, além dos espectros de SA e TCP. Os géis de HAp+SA e TCP+SA 

apresentaram também uma larga banda na região de 1025 cm-1, essa região apresenta bandas em 

HAp e TCP sendo estas relacionas a vibrações do grupo PO4
3- características destes materiais, já 

SA apresenta bandas relacionadas a vibrações das ligações de grupos C=O, C=C, C-O e C-H. Esta 

região não foi destacada em nossas figuras pois ainda vamos estudar essas bandas utilizando 

deconvolução para melhor identificação das bandas. 

 

Figura 55 - Espectro de FTIR do gel de alginato com HAp. 
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Figura 56 - Espectro de FTIR do gel de alginato com TCP. 
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5.3.3 Incorporação de PRP em géis de alginato 

Construímos também hidrogeis de alginato com liofilizado de PRP. Estes foram 

construídos da seguinte forma: 50 mg de liofilizado foi diluído em 5 mL de água milli-q 

(concentração padrão em nosso tratamento), a solução de alginato dessa vez foi preparada em 

água com uma concentração de 3 %. As soluções de alginato e liofilizado foram então misturadas 

nas seguintes proporções: 1:1, 3:2, 4:1, 3:1 e 9:1(Alginato:Liofilizado) além da solução com 

apenas alginato. Foram construídos hidrogéis de 1mL pipetando este volume em placa de 24 

poços e em seguida adicionando 2 mL de 20 mM CaCl2 para a reticulação do gel (Figura 57). Os 

hidrogéis foram construídos em triplicatas. 

 

Figura 57 - Hidrogel de alginato com PRP liofilizado. Zero se refere a amostra com somente alginato, A se 

refere a proporção de 1:1, B se refere a 3:2, C se refere a 4:1, D a 3:1 e E a proporção de 

9:1(Alginato:Liofilizado). 

Na sequência obtivemos os espectros para as 6 concentrações distintas do hidrogel. A 

Figura 58 contém os espectros para as distintas proporções de hidrogéis construídas. Foram 

observadas nos hidrogéis com maiores concentrações de liofilizado bandas que haviamos 

observado do espectro do liofilizado apresentado no capítulo 3. Essas bandas, marcadas em setas 

vermelhas, são referentes a aminas secundárias (1550 cm-1), aminas terciárias (1240 cm-1) e 

vibração do grupo PO4
3- (1075 cm-1). Também havíamos identificados em 1650 cm -1, relativos a 

aminas primárias, e em 1400 cm-1, relativo ao ácido carboxílico no capítulo 3. Essas bandas estão 

presentes em nossos hidrogéis mas como também é possível observamos bandas no alginato para 

essas regiões devemos utilizar deconvolução para melhor estudar as bandas. De todo modo, os 
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presentes resultados indicam ocorreu que o encapsulamento do liofilizado pelo alginato em nossos 

hidrogéis.  

 

Figura 58 - Espectros de FTIR dos hidrogéis de alginato com liofilizado de PRP. 

Em seguida construímos hidrogéis de alginato com PRP e HAp ou TCP incorporados. 

Para isso foram diluídos 10 mg de Liofilizado de PRP para cada mL da solução de alginato e 

mantidos em agitação por 10 minutos. Após este período foram adicionados 20 mg de HAp ou 

TCP por mL de solução e mantidos em agitação por mais 10 minutos. Na sequência, foi 

adicionado solução de CaSO4 1% para ativação do processo de reticulação e a solução foi 

transferida para placa de 24 poços. Após 5 minutos foi adicionado solução de CaCl2 1 M para 

reticulação total dos hidrogéis por mais 15 minutos. Solução de NaCl 0,15 M foi usada para lavar 
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os hidrogéis e estes foram coletados para caracterização físico-química por FTIR ou ensaios 

biológicos de citotoxicidade e expressão gênica relativa de células de interesse. É importante 

ressaltar, que devido a todos os desafios que a pandemia lançou no período destes experimentos 

que impossibilitaram o avanço na caracterização e, consequentemente, aprimoramento de nossas 

sínteses, optamos por realizar estes ensaios com hidroxiapatita e fosfato tricálcio adquiridas junto 

a Sigma-Aldrich, códigos 677418 para hidroxiapatita e 49963 para o fosfato tricálcio. Deste modo 

foi possível a manutenção dos prazos. 

A Figura 59 contém imagens do hidrogéis obtidos, TCP dissolveu bem na solução de 

alginato enquanto HAp acabou precipitando. As figuras Figura 60 e Figura 61 contém o espectro 

infravermelho dos hidrogéis compostos com PRP e HAp ou TCP. Foram observadas bandas 

comuns a ambos os géis que havíamos observado nas análises anteriores. Bandas largas na região 

de 1625 cm-1 e 1430 cm-1 foram encontradas em ambos os géis referentes aos grupos amina 

primária e ácido carboxílico, respectivamente. A banda de amina primária apresentou uma 

intensidade tão elevada que acabou sobrepondo a banda de amina secundária (1550 cm-1). Bandas 

relacionadas a vibração de PO4
3- foram observadas na região de 1050 cm-1 e 590 cm-1 nos dois 

espectros. Bandas com menores intensidades foram observadas em 820 cm-1 (CO2
3-) e 1240 cm-1 

(amina terciária). Na região de 3000 a 2800 cm-1 bandas foram observadas relacionadas a aldeídos 

(C-H estiramento) e/ou alcanos (H-C-H estiramento assimétrico e simétrico). 

 

Figura 59 – Hidrogéis com de alginato com PRP e TCP (A) e PRP e HAp (B).  
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Figura 60 - Espectros de FTIR dos hidrogéis de alginato com liofilizado de PRP e hidroxiapatita. 

 

Figura 61 - Espectros de FTIR dos hidrogéis de alginato com liofilizado de PRP e fosfato tricálcio. 
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5.3.4 Citotoxicidade de hidrogéis em células MC3T3 e RAW 264.7 

A citotoxicidade dos hidrogéis foi avaliada em pré-osteoblastos (MC3T3) e macrófagos 

(Raw 264.7) através do método indireto. Após o condicionamento por 24 horas, o meio foi 

adicionado as células por mais 24 horas de tratamento. A Figura 62 contém os gráficos de MTT 

indicando que não vou observada citotoxicidade dos materiais estudados. 

 

Figura 62 - MTT de células MC3T3 e Raw 264.7 submetidas a meio condicionado por 24 horas com 

hidrogéis de Alginato+PRP+HAp e Alginato+PRP+TCP. 

5.3.5 Expressão genica relativa de células MC3T3 e RAW 264.7 submetida 

a meio condicionado pelos materiais 

A última etapa realiza até o presente momento foi a avaliação da expressão gênica relativa 

de células MC3T3 (pré-osteoblastos) e Raw 264.7 (macrófagos) submetidas ao meio 

condicionado com os hidrogéis por 24 horas. O período foi escolhido para buscar o entendimento 

da resposta inflamatória nas células em um momento inicial. Os conjuntos de genes avaliados 

foram relativos ao complexo inflamassômico, marcadores de ciclo celular, interleucinas e 

marcadores de angiogênese. 

Em células MC3T3, poucos genes tiveram sua expressão modulada pelos tratamentos 

detectada com teste de ANOVA. Foram eles: Cdk4, eNOS, Il18 e P21. A  

Tabela 12 contém os P-valores para o teste de ANOVA de cada gene. Importante 

destacarmos que alguns primers não apresentaram boa corrida no PCR. As figuras Figura 63, 

Figura 64, Figura 65 e Figura 66 contém gráficos de expressão gênica relativa para os 

marcadores de ciclo celular, interleucinas, complexo inflamassômico e angiogênese, 

respectivamente. 
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Tabela 12 – Valores de P referentes ao resultado de ANOVA para células MC3T3. 

Gene P-valor Significativo 

Asc1 3.45E-01 No 

Cdk2 5.92E-02 No 

Cdk4 5.04E-03 Yes 

Cdk6 8.21E-01 No 

eNos 5.05E-04 Yes 

Il10 2.71E-01 No 

Il13 1.63E-01 No 

Il18 8.55E-06 Yes 

Il1b 3.20E-01 No 

Il33 5.31E-01 No 

Il6 2.00E-01 No 

iNos 5.54E-01 No 

Nfkb 1.37E-01 No 

nNos 2.61E-01 No 

Nrlp3 8.62E-02 No 

P15 8.23E-02 No 

P21 8.23E-03 Yes 

Tnfa 1.55E-01 No 

Vegf-R2 4.24E-01 No 
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Figura 63 – Expressão gênica relativa de marcadores de ciclo celular em células MC3T3 submetidas a meio 

condicionado com hidrogeis de alginato+PRP+HA e alginato+PRP+TCP. Meio osteoindutor foi utilizado 

como marcador positivo do processo osteogênico. Foram avaliados (A) CDK2, (B) CDK4, (C) CDK6, (D) 

P15 e (E) P21. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparações de médias de Tukey. 

 

Figura 64 - Expressão gênica relativa de interleucinas em células MC3T3 submetidas a meio condicionado 

com hidrogeis de alginato+PRP+HA e alginato+PRP+TCP. Meio osteoindutor foi utilizado como marcador 
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positivo do processo osteogênico. Foram avaliados (A) IL1B, (B) IL6, (C)IL10, (D) IL13, (E) IL18 e (F) 

IL33. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparações de médias de Tukey. 

 

Figura 65 - Expressão gênica relativa de marcadores do inflamassoma em células MC3T3 submetidas a 

meio condicionado com hidrogeis de alginato+PRP+HA e alginato+PRP+TCP. Meio osteoindutor foi 
utilizado como marcador positivo do processo osteogênico. Foram avaliados (A) ASC1, (B) NRLP3, (C) 

NFkB e (D) TNFa. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparações de médias de Tukey. 
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Figura 66 - Expressão gênica relativa de marcadores de angiogênese/óxido nítrico em células MC3T3 

submetidas a meio condicionado com hidrogeis de alginato+PRP+HA e alginato+PRP+TCP. Meio 

osteoindutor foi utilizado como marcador positivo do processo osteogênico. Foram avaliados (A) eNOS, 

(B) iNOS, (C) nNOS e (D)VEGF-R2. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparações de 

médias de Tukey. 

Já para células Raw 264.7 foram observados mais genes com expressão modulada pelo 

tratamento. Cdk2, Cdk4, Il33, Il6, Myd88, Nfκb, Nlrp3 e Tnfα. Diversos genes não apresentaram 

boa corrida no PCR. A Tabela 13 contém os P-valores do teste ANOVA e as figuras Figura 67, 

Figura 68 e Figura 69 apresentam resultados da expressão gênica relativa dos conjuntos de genes 

avaliados para marcadores de ciclo celular, interleucinas/angiogênese e do complexo 

inflamassômico. 

Tabela 13 - Valores de P referentes ao resultado de ANOVA para células Raw 264.7. 

Gene P-valor Significativo 

Asc1 4.28E-01 No 

Cdk2 1.51E-02 Yes 

Cdk4 4.69E-02 Yes 

Enos 9.52E-01 No 

Il33 4.02E-03 Yes 
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Il6 1.48E-02 Yes 

Myd88 1.36E-05 Yes 

Nfkb 4.25E-06 Yes 

Nrlp3 3.77E-05 Yes 

P15 2.04E-01 No 

Tnfa 4.25E-04 Yes 

 

 

Figura 67 - Expressão gênica relativa de marcadores de ciclo celular em células Raw 264.7 submetidas a 
meio condicionado com hidrogeis de alginato+PRP+HA e alginato+PRP+TCP. Meio osteoindutor foi 

utilizado como marcador positivo do processo osteogênico. Foram avaliados (A) CDK2, (B) CDK4 e (C) 

P15. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparações de médias de Tukey. 
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Figura 68 - Expressão gênica relativa de interleucinas e oxido nítrico sintase em células Raw 264.7 

submetidas a meio condicionado com hidrogeis de alginato+PRP+HA e alginato+PRP+TCP. Meio 

osteoindutor foi utilizado como marcador positivo do processo osteogênico. Foram avaliados (A) IL6, (B) 

IL33 e (C) eNOS. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparações de médias de Tukey. 

 

Figura 69 - Expressão gênica relativa de marcadores do complexo inflamassômico em células Raw 264.7 

submetidas a meio condicionado com hidrogeis de alginato+PRP+HA e alginato+PRP+TCP. Meio 

osteoindutor foi utilizado como marcador positivo do processo osteogênico. Foram avaliados (A) ASC, (B) 

MYD88, (C) NFKB, (D) NRLP3 e (E) TNF. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparações 

de médias de Tukey. 
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5.4 Discussão 

A construção de um biomaterial capaz de mimetizar eventos da regeneração tecidual 

óssea acelerando a recuperação do paciente é o atual desafio na engenharia de tecidos ósseos. 

Inúmeras aplicações biotecnológicas vêm sendo implementadas utilizando alginato devido a sua 

alta capacidade de reticulação (“cross-linking”) instantânea independente de temperatura e a sua 

transição sol / gel na presença de cátions multivalentes, como Ca2+, Mn2+, Zn2+, dentre outros 

(Hecht & Srebnik, 2016; Yoon et al., 2014). Vários trabalhos exploram as propriedades do 

alginato para construção de impressos e bioimpressos 3D (AXPE; OYEN, 2016; FARAMARZI 

et al., 2018; MARKSTEDT et al., 2015), inclusive alguns já realizam a impressão de HAp e/ou 

TCP utilizando de alginato (DEMIRTAŞ; IRMAK; GÜMÜŞDERELIOĞLU, 2017; DIOGO et 

al., 2014; NAYAK et al., 2019; SANCILIO et al., 2018; SONG et al., 2020). 

Dentre os trabalhos disponíveis, o artigo publicado por Demirtas et al. apresentou um 

protocolo simples e altamente reprodutível para a síntese de um hidrogel de alginato com HAp 

bioimprimível (DEMIRTAŞ; IRMAK; GÜMÜŞDERELIOĞLU, 2017). No trabalho os autores 

apresentam a possibilidade de realizar a bioimpressão. Essa possibilidade nos animou em relação 

a pensar no compósito como um hidrogel de alginato contendo HAp ou TCP e PRP liofilizado. 

Neste capítulo começamos a construção de um biomaterial reunindo as propriedades do alginato 

com matrizes inorgânicas de HAp/TCP e os fatores de crescimento contidos no PRP. 

A padronização das sínteses de HAp e TCP foram desafios neste período. Sadat-Shojai et 

al. fez uma ampla revisão sobre diferentes rotas de obtenção de HAp (SADAT-SHOJAI et al., 

2013). A síntese escolhida por nós foi a desenvolvida em nosso departamento e é reportada em 

artigo publicado por Martins et al. (MARTINS et al., 2020). Foi realizada apenas uma 

modificação com a utilização e Na2HPO4 ao invés de realizar a reação de H3PO4 com NaOH. 

Utilizando análises de FTIR conseguimos monitorar a presença de resíduos da síntese durante o 

desenvolvimento deste capítulo. O espectro por nós obtido contém as bandas de PO4
3- 

classicamente reportadas na literatura referentes a diferentes fosfatos de cálcio, como 

hidroxiapatita e o fosfato tricálcio. O espectro de FTIR de TCP também apresentou estas bandas 

características. A fase cristalina de nossa síntese de HAp foi investigada com DRX sendo 

observada uma maior fase amorfa o que nos levou a investigar o efeito do tratamento térmico em 

sua estrutura. Foram encontrados resultados de múltiplas fases como monetita e beta-TCP. Estes 

resultados indicam que o tratamento leva a uma transição de fases, porém não retornando a fase 

de hidroxiapatita desejada na concepção desta tese. Entretanto trabalhos exploram a aplicação 

destas fases em modelos in vivo ou in vitro apresentando bom biocompatibilidade (NANDI et al., 

2018; SHEN et al., 2021; ZHOU et al., 2020). O difratograma de TCP confirmou a síntese na 

fase desejada. Devido aos desafios impostos pela pandemia optamos por utilizar reagentes 
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comerciais já caracterizados, porém devido ao alto custos é fundamental o aprimoramento de 

nossa síntese. 

A associação de PRP com alginato vem sendo explorada em diferentes trabalhos (GAO 

et al., 2019; MAN et al., 2012; ZHANG et al., 2021). Zhang et al. descreveram a formação de 

uma rede “dupla” no hidrogel, fibras de alginato e fibrina, uma vez que tanto alginato quanto PRP 

são ativados por CaCl2. Os autores avaliaram o material em modelo de ferida em animais 

encontrando resultados promissores na aceleração do reparo nos grupos tratados (ZHANG et al., 

2021). A formação deste tipo de estrutura em nosso material é algo que visamos estudar nas 

próximas etapas utilizando técnicas de microscopias eletrônica e histológicas. Utilizando FTIR 

foi possível observarmos uma incorporação de PRP no gel de alginato, porém não foi possível 

atestar a formação da estrutura de uma rede dupla. A adição de HAp e TCP foi observada pelo 

espectro de FTIR e não foi observada citotoxicidade em células MC3T3 e Raw 264.7. Estas 

células foram escolhidas para investigarmos o efeito na fase inflamatória da regeneração óssea. 

Os conjuntos de genes escolhido seguiram o mesmo critério. Os hidrogéis modularam a expressão 

gênica de maneira distintas entre as células, porém devido a problemas na corrida de alguns genes 

não foi possível compararmos diretamente o efeito entre as células. Os resultados até aqui obtidos 

sustentam mais estudos na área, com melhores abordagens na medicina e odontologia, com 

perspectivas de estudos pré-clinicos que possam (ou não) melhor avaliar seus efeitos em humanos. 

5.5 Constatações 

• Sínteses de HAp e TCP apresentaram espectro infravermelho compatíveis com a literatura; 

• HAp apresentou múltiplas fases em seu difratograma; 

• O difratograma de TCP confirmou a fase obtida; 

• Construção de hidrogéis com hidroxiapatia ou fosfato tricálcio utilizando alginato foi 

realizada; 

• Hidrogéis de alginato foram capazes de encapsular o liofilizado de PRP; 

• Hidrogéis compostos de alginato, PRP e HAp ou TCP não apresentaram citotoxicidade em 

células MC3T3 e Raw 264.7; 

• Os hidrogéis foram capazes de modular a expressão gênica relativa de marcadores da fase 

inflamatória. 
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6.1 Conclusão 

Ao todo nossos resultados demonstram que o plasma-rico em plaquetas (PRP) liofilizado 

impacta na performance celular de osteoblastos de modo similar ao PRP líquido ao serem 

avaliadas vias clássicas. Também foi possível concluir que a associação do PRP com fosfatos de 

cálcio avaliados foi possível através da confecção de hidrogéis de alginato de sódio, devendo seu 

impacto ser mais bem estudado em futuros trabalhos in vitro e in vivo, como unidades 

biomiméticas de regeneração tecidual e podendo ser mais bem aplicada em manufatura aditiva. 
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Anexo II – Plano de gestão de dados 

Conforme solicitado pela FAPESP, delineamos um plano para gestão dos dados obtidos 

neste projeto. Os dados gerados nesse projeto serão mantidos sob embargo por 2 anos enquanto 

eventuais pedidos de patentes e/ou publicações serão confeccionados. Após esse período os dados 

serão mantidos e disponibilizados de acordo com a natureza de seu conteúdo. Por exemplo, 

“scripts” das análises de bioinformática, machine learning e estatística serão disponibilizados em 

um repositório aberto no github (https://www.github.com/). Github é um site para 

disponibilização de códigos-fontes com versões de controle amplamente utilizada no mundo. Para 

as análises acima citadas é uma plataforma referência. Os demais dados gerados pelo projeto em 

experimentos como qPCR, Western Blotting, colorimétricos (como MTT, Cristal violeta, etc), 

caracterização físico-química, entre outros, serão salvos baseado no tipo de dado: “Dados brutos”, 

“Texto”, “Gráfico”, “Figura”, dentre outros. Estes serão disponibilizados em repositórios Open 

Source como incentivado pela FAPESP. Neste momento estamos estudando quais os melhores 

repositórios para os tipos de dados. 

Declaro também que desde novembro de 2019 iniciei um modelo interno de gestão de 

dados. Este modelo se baseia em dois arquivos de metadados, um sobre os experimentos 

realizados e um sobre as amostras produzidas. Os metadados de experimentos são construídos a 

partir da padronização dos nomes dos arquivos. Decidimos pelo seguinte formato: 

“data_projeto_colega_experimento_amostra_tipo.formato” 

• Data: dia em que o experimento foi realizado. Será escrito seguindo a ISO 8601. 

• Projeto: o código do projeto FAPESP em questão, neste caso 057317 

• Colega: como muitos de nossos experimentos são conduzidos com ajuda de colegas 

padronizei a escrita de seu nome. 

•  Experimento: Nome do experimento em questão. 

• Amostra: Nome da amostra cadastrada no metadado de amostras. 

• Tipo: Figura, gráfico, texto, dados brutos, entre outros. 

• Formato: Extensão do arquivo. Gerada automaticamente 

Foi construída uma aplicação utilizando R para a construção de uma planilha em excel 

para os metadados de experimentos de modo automatizado. O código e demais explicações se 

encontram disponíveis em https://github.com/marceelrf/MetaDataMRF. A Figura 70 contém um 

modelo da saída da aplicação dos metadados experimentais. Já os metadados de amostras 

atualmente contêm apenas 3 colunas: 

• Amostra: Nome da amostra; 

• Protocolo de preparo: Nome do protocolo utilizado para obtenção da amostra; 
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• Data: dia em que a amostra foi coletada. Será escrito seguindo a ISO 8601. 

Estamos cogitando novas colunas a respeito da natureza da amostra (cultura de células, 

tecido, biomateriais etc.). Os nomes dos protocolos, bem como toda a descrição de suas etapas, 

estão mantidos em um arquivo de word e serão disponibilizados. 

 

Figura 70 - Modelo de arquivo de metadados gerado pela aplicação criada. 

Durante a realização do projeto os dados estão sendo armazenados em notebook próprio 

com realização de backup quinzenais em mídia física (DVD). 
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