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Resumo

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

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



Abstract

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

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

Introdugdo e justificativa desta tese



1.1 Tecido 6sseo: defeitos e necessidades

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

tecido 6sseo.

De modo geral, o 0sso é formado por diferentes células e pela matriz 6ssea. Trés sdo 0s
tipos celulares especiais que compfe o tecido Gsseo, sdo eles: osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos. Osteoblastos sdo células mononucleadas, diferenciadas a partir de células tronco
mesenguimais, especializada na sintese da matriz 6ssea. Ostedcitos sdo a forma terminal da
diferenciacdo de osteoblastos, totalizando cerca de 90% das células presentes no 0sso. Sao
morfologicamente similares a neurdnios, apresentando longos dendritos que atuam como sensores
mecanicos. Além disso, ostedcitos secretam uma série de fatores que atuam no metabolismo de
calcio e fosfato, impactando na mineralizagdo 6ssea. O terceiro tipo celular s&o os osteoclastos,
células multinucleadas, diferenciadas a partir de células tronco hematopoiéticas, que atuam na
reabsor¢do da matriz 6ssea (KHURANA, 2009; RACHNER; KHOSLA; HOFBAUER, 2011;
SONG, 2017). A matriz 6ssea por sua vez pode ser subdividida em duas partes: uma parte
inorganica, composta por majoritariamente por hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2), que é a
responsavel pelo aspecto mineralizado caracteristico do tecido, enquanto que a segunda é a parte
organica composta por colageno do tipo 1 (95%) e outras proteinas, conhecidas como proteinas
ndo-colageno (NCPs), como osteocalcina, osteoconectina, osteopontina, dentre outras (compondo
5%) (GRUSKIN et al., 2012; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; MURSHED, 2018;
UNAL; CREECY; NYMAN, 2018). A interface entre coladgeno e fosfatos de calcio
(especialmente hidroxiapatita) é fundamental para a estrutura do tecido. Essa interacdo ocorre

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



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

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

celulares de interesse 6sseo, como a osteogénese (CARULLI et al., 2018).
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Figura 1 - Estruturas do tecido 6sseo. Elementos graficos foram obtidos em https://smart.servier.com/.

1.2 A sincronia das células 6sseas

O tecido 6sseo passa por remodelamento ao longo da vida. Este remodelamento tem como
objetivo a manutencdo da homeostase de célcio e outros ions, a corre¢do de microfraturas e
isquemias 6sseas (GEMINI-PIPERNI et al., 2014a; RUCCI, 2008). O remodelamento é composto
de dois processos: a reabsorcéo 0ssea realizada por osteoclastos e a sintese de nova matriz por
osteoblastos (SANTOS et al., 2005; ZAMBUZZI; MILANI; TETI, 2010). O processo de
reabsor¢do se da pelo recrutamento de células precursoras de osteoclastos, seguido de seu
comprometimento com o fendtipo osteoclastico, etapa conhecida por osteoclastogénese
(KARKACHE et al., 2021; ZHAO, 2020). Uma vez maduros, os osteoclastos secretam fosfatases
acidas para a degradagdo da fase mineral e proteinas como metaloproteinases e catepsina K
(CSTK) responsaveis pela degradacdo da matriz organica (RUCCI, 2008; SONG, 2017). J&
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osteoblastos atuam sintetizando a matriz através da secre¢do de proteinas como colégeno do tipo
I e NPCs (GEMINI-PIPERNI et al., 2014b; ZHAO, 2020). Osteoblastos modulam a
osteoclastogénese através da secre¢do de fator estimulante de col6nia de macrofagos (M-CSF),
ativador de receptor do fator nuclear k B (RANKL) e osteoprogeterina (OPG). M-CSF ¢ a
responsavel pela formacdo de aglomerados de macréfagos, conhecidos como coldnias, enquanto
RANKUL dispara as vias de sinalizacdo de MAPK e NF«B levando a maturacdo de osteoclastos
(MUN; PARK; PARK-MIN, 2020). J4 OPG funciona como uma armadilha sequestrando
RANKL e desta maneira regulando negativamente a osteoclastogénese (MUN; PARK; PARK-
MIN, 2020) (Figura 2). Osteoclastos também agem modulando a atividade de osteoblastos
através de moléculas secretadas. Proteinas como WNT10B, S1P, CTHRC1 e C3 agem induzindo
a diferenciacdo osteobléastica, enquanto SEMA4D atua na sua inibi¢do (KIM et al., 2020; LI et
al., 2016). Fatores de crescimento solveis como TGF-B1 e IGF1 presentes na matriz sdo liberados
durante a reabsorcao 6ssea podendo modular a atividade de osteoblastos, demonstrando um efeito
indireto de osteoclastos na atividade de osteoblastos (KIM et al., 2020; L1 et al., 2016).
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Figura 2 — Comunicagdo 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 Regeneracao Ossea

A regeneracdo 0ssea € um complexo processo multifatorial na qual a regido lesada do

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


https://www.orthobullets.com/basic-science/9010/bone-signaling-and-rankl

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 6sseo promove a cicatrizacdo que pode ocorrer por dois
processos: reparacdo e regeneragdo. A regeneracdo ocorre quando o tecido danificado €
preenchido com base na proliferacdo e diferenciacdo das células originais do tecido. Assim sendo,
o tecido regenerado possui as mesmas propriedades funcionais e caracteristicas morfoldgicas do
tecido primitivo/original. Ja no processo de reparagdo o tecido danificado é substituido por um
tecido conjuntivo fibroso, resultando em uma cicatriz de colageno. Isto acarreta a perda das
caracteristicas e fungdes originais. Atualmente a regeneracéo do 0sso € vista como prioritaria, em
relacéo a reparagdo, em casos de traumas, desta forma recuperando a forma e as fungdes originais
do osso (ZAMBUZZI et al., 2011b, 2011c).

O processo de regeneracdo 6ssea é composto por distintas etapas, que podem ocorrer de
modo simultaneo (Figura 3). Sdo elas: inflamacéo, formagdo de calos, formagéo de calos duros,
remodelacdo (DE WITTE et al., 2018b; KALFAS, 2001; MOUNTZIARIS; MIKOS, 2008). A
etapa inflamat6ria ocorre nos primeiros dias apds a lesdo, onde o coagulo resultante do
rompimento de vasos libera diversas citocinas pro-inflamatorias, de origem plaquetérias que
estimulam o recrutamento de células inflamatérias (ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON,
2015; DE WITTE et al., 2018b). Citocinas classicamente relatadas a este processo sdo FGF2, M-
CSF, IL1 e IL6 (DE WITTE et al., 2018b). Apds o periodo inflamatorio ocorre a formagédo do
calo mole. Durante esta etapa ocorre a angiogénese na regido lesada, de modo a prover oxigénio
e transportar células competentes a regido (DE WITTE et al., 2018b). A angiogénese é um
processo crucial para a regeneracdo 0ssea, que por sua vez ¢ modulada por moléculas pro-
angiogénicas de origem osteoblastica e/ou plaquetdria (FROHBERGH et al., 2015;
LIENEMANN; LUTOLF; EHRBAR, 2012). A etapa seguinte, formacdo de calo duro, onde os
osteoblastos maduros secretam matriz 6ssea e osteoclastos agem no remodelamento do novo
tecido. Esta etapa é regida por BMPs e fatores de crescimento como TGFp, FGF, IGF ¢ PDGF
(DE WITTE et al., 2018b). Assim, faz-se necesséarios biomateriais inteligentes capazes de
orquestrar moléculas provenientes de diferentes tipos celulares, integrando uma resposta

biolégica capaz de favorecer os mecanismos de reparo tecidual.
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Figura 3 — Diferentes etapas da regeneracdo 6ssea. Figura publicada por DE WITTE et al., 2018.

1.4 Biomateriais

A despeito da 6tima capacidade de remodelamento do tecido 6sseo, uma vez que ocorra
uma lesdo que supere o tamanho critico faz-se necessario o uso de intervengdes para auxiliar na
regeneracdo tecidual (LEE etal., 2019b; THRIVIKRAMAN et al., 2017). A engenharia de tecidos

para 0 0SSO apoia-se principalmente em quatro pilares:

i.  Recrutar células competentes para a regido lesionada;
ii.  Uso de moléculas de sinalizacdo para guiar a resposta celular;



iii.  Matrizes de suporte, capazes de direcionar e sustentar a formagéo do 0sso
durante sua regeneracgdo, 0s biomateriais;

iv.  Estabilidade mecénica da regido lesionada.

Embora saibamos que o enxerto de 0sso autdlogo seja o padrdo-ouro para terapéutica do
tecido lesado, devido a suas excelentes propriedades osteocondutora (estimular/conduzir células
6sseas por sua superficie), osteoindutora (inducdo do processo de diferenciacdo em células
progenitoras) e osteogénica (capacidade da formacdo de osso devido a presenca de células
competentes), a obtencao deste tecido, que normalmente ocorre por acesso em vias intra-orais e
da crista iliaca, reflete em uma significativa morbidade e custo para o paciente, além de afetar
diretamente sistema de salde publico e muitas vezes em quantidade e qualidade limitadas
(KOHLI et al., 2018). Dentre as alternativas sintéticas, proteses de titanio sdo considerados o
padrdo-ouro, capaz de fornecer excelente integracdo com o tecido e modular eventos celulares de
interesse, como adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular (GONGADZE et al., 2011;
KULKARNI et al., 2015; PELLEGRINI et al., 2018). A modificacdo de superficies de titanio é
uma estratégia que demostra excelentes resultados. Esta modificagdo pode ocorrer através de
ataques acidos de modo a promover uma nanotexturizacao da superficie (BEZERRA et al., 2017,
DA SILVA et al., 2020a; FERNANDES et al., 2018). Outra modificacdo se da na adi¢do de
cristais de hidroxiapatita em escala nanométrica promovendo uma resposta celular mais rapida,
diminuindo o tempo da osteointegracdo (BEZERRA et al., 2017; FERREIRA et al., 2020).

Biomateriais metalicos como o titdnio possuem como desvantagem o fato de serem
praticamente ndo reabsorviveis pelo organismo, pode ocorrer infeccdo no local, apresentarem um
modulo de Young® distinto do tecido original, dentre outras (DE WITTE et al., 2018a). Outra
classe de material amplamente utilizado é cerdmicas, com grande destaque ao uso de fosfatos de
calcio, como hidroxiapatita (HAp) e fosfato tricalcio (TCP) (JEONG et al., 2019). Ambos
apresentam excelentes propriedades osteocondutivas, osteoindutoras, ndo apresentando
toxicidade, e podendo ser degradados pelo organismo durante o processo de reabsorcdo (JEONG
et al., 2019; XU et al., 2017). Apesar destas vantagens em sua aplicacéo, fosfatos de célcio sdo
quebradicos o que limita sua aplicacéo terapéutica (BERNARD et al., 2018; WEIL; BARZ, 2017,
XU et al., 2017). Para contornar esse desafio é proposto associa-los ao uso de polimeros de alta
biocompatibilidade, assim aumentando a resisténcia mecanica e elasticidade do biomaterial. De
fato esta estratégia visa mimetizar o tecido 6sseo que utiliza fibras de colageno do tipo |
juntamente a hidroxiapatita (LANZA; LANGER; VACANTI, 2013; ZAFAR et al., 2020).

! Propriedade eléstica de corpos sélidos ao resistirem a tensdes mecanicas lineares.
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Diversos polimeros sao utilizados na mimetizagdo do tecido 6sseo com foco regeneragdo
0ssea, estes podendo ser de origem natural ou sintética (LANZA; LANGER; VACANTI, 2013;

ZAFAR et al., 2020). A escolha do polimero envolve um balanco entre suas vantagens e
desvantagens. A Tabela 1 adaptada de Choi et al. resume as principais vantagens e desvantagens

de cada polimero.

Tabela 1 - Polimeros utilizados em regeneracéo 6ssea. Adaptado de (CHOI et al., 2021).

Tipo Material

Vantagem

Desvantagem

Alginato

Gelatina

Acido hialurénico

Fibroina de seda

Natural

Colageno

Fibrina

Matriz extracelular
desmineralizada

Agarose

Gelificacéo simples
Boa estabilidade

Baixa antigenicidade
Baixo custo

Boa interacdo celular
Boa angiogénese

Degradacéo lenta
Boas propriedades
mecanicas

Boa interacdo celular

Boa angiogénese
Gelificacdo réapida

Semelhante a composicao e
estrutura de ECM nativa

Gelificacdo simples

Menos interacéo celular
Menos biodegradacédo

Menos estavel
Baixas propriedades mecénicas

Degradacdo rapida
Baixa estabilidade mecanica

Resposta alérgica
Menos interacdo celular

Menos estabilidade
Baixas propriedades mecanicas

Baixa estabilidade mecéanica
Obstrui facilmente

Baixa fidelidade de formato
Baixas propriedades mecanicas

Menos estabilidade
Baixas propriedades mecanicas

Polietilenoglycol (PEG)
Sintética

Polissiloxano

Reprodutibilidade
Modificacéo quimica facil

Boas propriedades
mecanicas
Degradacéo lenta

Interacdo celular baixa
Fraca resisténcia mecanica

Baixa interagdo celular
Relativamente caro

Para este trabalho optamos pela utilizagdo do alginato. Alginato é um polimero abundante

na natureza sendo encontrado como componente estrutural em algas marinhas marrons

(phaeophyceae) e como polissacarideo capsular em bactérias do solo (HECHT; SREBNIK, 2016).
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De férmula quimica (C6H806)n, alginato é composto por mondmeros de acido B-D-manurdnico
e acido a-L-gulurdnico, sendo estes conhecidos como blocos M e G, respectivamente, ligados por
uma ligacdo B-1,4 (DODERO et al., 2019; HECHT; SREBNIK, 2016; YOON et al., 2014).
Inimeras aplicagBes biotecnoldgicas vém sendo implementadas utilizando alginato devido a sua
alta capacidade de reticulacdo (“cross-linking”) instantanea independente de temperatura ¢ a sua
transicdo sol/gel na presenca de cations multivalentes, como Ca**, Mn?*, Zn*, dentre outros
(HECHT; SREBNIK, 2016; YOON et al., 2014). O modelo de reticulagdo da alginato é conhecido
como caixa-de-ovos (“egg-box™), onde os cations multivalente interagem com os blocos G

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

(d)
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Figura 4 - Estrutura quimica de alginato. A) Mondmero de 4cido a-L-gulurénico, b) monémero de acido B-
D-manurénico, ¢) polimero de alginato com atomo de sddio, d) esquema do modelo de caixa-de-ovos para
a reticulacdo com &tomos de célcio (Adaptado de Lee et al. 2019).



1.5 Fatores de crescimento para a construcao do tecido

Fatores de crescimento (GF) sdo proteinas sollveis que desempenham papel central na
sinalizacdo celular em diferentes processos bioldgicos como crescimento celular, migracdo
celular, viabilidade celular, diferencia¢éo dentre outras (FERREIRA; ZAMBUZZI, 2020; GUAN
et al., 2020). Dentre os GFs mais conhecidos estdo o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), factor de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento transformador
beta (TGFB) e proteina morfogenética dssea (BMP) que apresentam conhecida acdo no tecido

0sseo. A Tabela 2 contém um resumo destes GFs e seus 0s mecanismos conhecidos.

Tabela 2 - Relagdo de fatores de crescimento e sua acdo no tecido 6sseo.

GF Origem celular Efeito bioldgico Acao no 0sso
Migracéo de
Células endoteliais, células . Y prog~en|tores,
. Condro/osteogénese, inducdo de
B2 osteoprogenitoras, osteoinducéo roliferacdo
condrdcitos, osteoblastos ¢ . Pprofitéracao,
diferenciacao e sintese
da matriz
Sinergismo com
EGE Rlns,_prostatalglandula Inibicdo da osteogénese mecanot[ansdugao,
salivares, pancreas regulacdo da fase
inflamatdria
Maturacédo de
condroécitos (FGF-1).
Proliferacdo e
BMSC, condrdcitos, . . x dlferen(:|a(;_ao_ d_e~
) T Angiogénese, proliferacdo = osteoblastos, inibicdo
células endoteliais, . )
FGF macr6fagos. mondcitos de fibroblastos e células da apoptose de
90s, ' musculares lisas dos vasos | osteoblastos imaturos,
osteoblastos, plaquetas . ~
inducéo da apoptose de
ostedcitos maduros,
reabsorcéo 6ssea (FGF-
2)
) . Proliferagdo de
Células endoteliais, x . .
gy L Regulacéo dos efeitos do osteoblastos e sintese
IGF condrdcitos, hepatocitos, N . -
hormdnio do crescimento da matriz dssea,
osteoblastos, plagquetas ~ -
reabsorcao dssea
Proliferacdo de células do
Células endoteliais, . te:mdo_conjuntlvc,), . Migracao, proliferacdo
. o quimiotaxia de mondcitos - s
PDGF macrdfagos, mondcitos, | macréfacos e células e diferenciacdo de
osteoblastos, plaquetas g : osteoprogenitores
musculares lisas,
angiogénese
Proliferacdo
IMUNOSSUDIessio indiferenciada de
BMSC, condrdcitos, L pressao, células mesenquimais,
. - angiogénese, estimulagio
células endoteliais, : recrutamento de
TGF-p do crescimento celular,

fibroblastos, macréfagos,
osteoblastos, plaquetas

diferenciacao e sintese
ECM

precursores de

osteoblastos;
diferenciacéo de

osteoblastos e
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condrocitos (mas
inibicdo da
diferenciacéo terminal),
producéo de matriz
0ssea, recrutamento de
precursores de
osteoclastos
Converséo de
cartilagem em 0sso,
VEGF Osteoblastos, plaquetas Angiogénese proliferacéo e
diferenciacéo de
osteoblastos

Nas ultimas décadas a engenharia de tecidos vem buscando utilizar estes fatores de
crescimento na construcdo de biomateriais inteligentes para regeneracao tecidual (GUAN et al.,
2020; ZHANG et al., 2021). A fonte destes fatores de crescimento pode se dar através de proteinas
recombinantes ou de fonte autéloga (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 lesdo e prover a distribuicdo destes fatores de crescimento de modo
localizado (HAUGEN et al., 2020; REN et al., 2020; ZAFAR et al., 2020).

Em um trabalho de revisdo Ren et al. descrevem que fatores de crescimento podem ser
ligados covalentemente a fibrina através de reacdo com o fator de coagulagdo Xllla, se ligando
assim aos residuos de lisina da rede de fibrina (REN et al., 2020). Diversos fatores de crescimento
ndo possuem em suas sequencias dominio de ligacdo com metais o que dificulta sua direta
interacdo com hidroxiapatita e outros calcio-fosfatos, por isso é necessario a interacao destes com

proteinas do matriz extracelular 6ssea como osteocalcina e osteoconectina (REN et al., 2020).

1.6 Sinalizacao celular baseada em fatores de crescimento como

estratégia na bioengenharia de tecidos

Células contétm uma série de receptores especializados em sua membrana que ao
interagirem com os diferentes fatores de crescimento desencadeiam vias de sinalizagdo
especificas (GUAN et al., 2020; NADHAN; SRINIVAS; PILLAI, 2020). Estes receptores sao
classicamente relatados como do tipo tirosina quinase (RTKSs) e, de modo resumido, apés o
estimulo de fatores de crescimento estes receptores se homo ou heterodimerizam e ocorre a
fosforilacdo de residuos tirosina da porcéo intracelular (ZAMBUZZI et al., 2011a). Apés este
primeiro evento, proteinas sinalizadoras que contenham dominios SH2 ou SH3 interagirem os
residuos de fosfotirosina e disparam uma cascata de sinalizagdo modulada por proteinas quinase
e fosfatase (BIRGE et al., 1996). Vias de sinalizacéo celulares classicas com MAPK, PI3K-AKT,
JAK-STAT sdo 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 dltimos anos explorando o efeito de fatores de
crescimento entregues via biomateriais em diversos tecidos. A associacdo de IGF com fibrina-
colageno 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 confecgdo de materiais com maior
poder de indugdo da angiogénsese no local da lesdo (BYAMBAA et al., 2017; FAHIMIPOUR et
al., 2017). O efeito de inducdo da angiogénese e da osteogénese de PDGF também foi estudado
em associacdo 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 diferenciacdo osteoblastica utilizando células
mesenquimais de tecido adiposo (UDOMLUCK et al., 2020). Esses sdo alguns exemplos de
trabalhos que buscam a incorporacdo de fatores de crescimento a biomateriais na busca de
modular as etapas da regeneracdo tecidual. No entanto, a maioria desses trabalhos apresentam
uma lacuna na exploracdo de vias de sinalizacdo celulares classicas, focando na expressdo
genes/proteinas como colageno, RUNX2, osterix, osteocalcina, dentre outras pertencentes ao

processo de diferenciacdo osteoblastica e matriz éssea.

1.7 Plaquetas: Biologia e fonte de aut6loga de moléculas ativas

Plaquetas sdo células componentes do sangue essenciais para a hemostasia atuando na
manutencao da integridade vascular quando estdo sao lesionadas (SHARDA; FLAUMENHAFT,
2018). Com formato discoide e anucleadas, plaguetas vem ganhando atencdo devido a descoberta
de sua participagdo em distintos processos bioldgicos como angiogénese, cicatrizacdo, metastase,
inflamacdo, imunidade inata, crescimento e desenvolvimento (BURNOUF et al., 2014; KERR et
al.,, 2013; SHARDA; FLAUMENHAFT, 2018). Originadas através da apoptose de
megacariocitos a medula dssea durante o processo de apoptose, plaquetas possuem a magquinaria
celular da célula-mae 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 responsavel pelo evento conhecido por degranulacéo
plaguetaria ou a exocitose granular, que pode ser considerado o evento central & funcédo
plaquetéria, sendo parte de todo rol de atividades plaquetarias (SHARDA; FLAUMENHAFT,
2018; THUSHARA et al., 2015). S&o trés os principais tipos de granulos, conhecidos, presentes
em plaquetas: Granulos alfa, densos e lisossomos (SHARDA; FLAUMENHAFT, 2018).
Importante destacar que diversos autores atribuem a esse conjunto de granulos o termo

microparticulas de plaquetas (PMP).

Medindo cerca 200-500 nm, os granulos-alfa so estruturas exclusivas de plaquetas sendo

os tipos mais abundantes de granulos com cerca de 50-80 por plaqueta, sendo responsavel por
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cerca de 10 % de seu volume. Ja os granulos-denso séo os segundos mais abundantes, com cerca
de 3-10 por plaqueta e didmetro com aproximadamente 150 nm. Também sdo estruturas
exclusivas a plaquetas. Por fim, plaquetas possuem cerca de 1-3 lisossomos e peroxissomos,
porém sua funcdo em plaquetas permanece desconhecida. Seu didmetro é de aproximadamente
200-250 nm (CUCE; MURAD, 2012; SHARDA; FLAUMENHAFT, 2018). Estes distintos
granulos possuem contetdos de biomoléculas distintas (FARIA et al., 2021; SHARDA,
FLAUMENHAFT, 2018).

O processo de ativacdo plaquetaria ocorre pela interagdo de diversos agonistas com
receptores de membrana (DAVLOUROS et al., 2016; FARIA et al., 2021; WU; HEEMSKERK;
BAATEN, 2021). Proteinas como colégeno, fibrina, fibronectina, trombina, fator de von
Willebrand séo alguns exemplos de agonistas para a ativagdo plaquetéaria (FARIA et al., 2021;
HORSTMAN et al., 2010; JURK; KEHREL, 2005). A ativacdo plaquetaria € um processo
biol6gico fundamental para a manutencdo da integridade vascular, porém sua desregulacédo é
observada em uma série de doencas. Apds a ativacdo uma série de eventos ocorrem para a
conversdo do fibrinogénio, uma proteina soltvel no plasma, para fibrina, um polimero insoluvel,
por meio de a¢do da enzima trombina (WU; HEEMSKERK; BAATEN, 2021).

Uma série de proenzimas auxiliam esta etapa, que ao final promove a formagéo do
coadgulo formado pela rede de fibrina. Estas, conhecidas como fatores de coagulacdo, foram
nomeadas de | a XI1I de acordo com a ordem de sua descoberta (WU; HEEMSKERK; BAATEN,
2021). O célcio ibnico, designado como fator IV, exerce um papel importante neste processo
modulando diversas rea¢fes na cascata de coagulacdo, sendo concentracGes de calcio sério acima
de 0,9 mM sendo capazes de promover a coagula¢do (DAVLOUROS et al., 2016; SINGH et al.,
2019; VARGA-SZABO; BRAUN; NIESWANDT, 2009). A Figura 5 contém um esquema da

complexa cascata de coagulagdo, com especial destaque para a participacdo do calcio.
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Figura 5 - Esquema da cascata de coagulagdo (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 obtencao,

resultados preliminares e aplicacdes clinicas

O processo de obtengdo do PRP é baseado em isolar a por¢do do plasma e em seguida
concentrar as plaquetas de um doador. Em uma reviséo 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”,
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utilizado para a produgdo de PRP rico em leucdcitos (L-PRP). Ambos os procedimentos
consistem em duas etapas de centrifugacdo, com diferenca nas velocidades aplicadas em cada
etapa. Apo6s a primeira centrifugacdo o sague é divido em trés fragbes, a inferior contém
eritrdcitos, a superior contendo plasma e plaquetas e uma camada fina intermediaria, conhecida
como “buffy coat”, contendo leucocitos. O método do PRP puro consiste em coletar toda a por¢édo
superior (Plasma e plaquetas), e realizar uma segunda centrifugacdo para concentrar as plaguetas
na porgao inferior. Ja para o método do “buffy coat” a camada de leucécito também é coletada e

em seguida levada para uma segunda centrifugacdo onde leucdcitos serdo removidos do PRP.

A escolha das velocidades das centrifugacOes é oposta para cada método: para o0 PRP puro
primeiro se realiza uma centrifugacdo lenta e depois uma mais rapida, ja para 0 método “buffy
coat” primeira ¢é realizada uma rapida e depois uma lenta. Parametros como temperatura, tempo
de centrifugacdo e intervalos entre as centrifugacfes sdo importantes para a otimizacdo da
obtencdo do PRP (AMABLE et al., 2013; DHURAT; SUKESH, 2015). A revisdo de Dhurat e
Sukesk indicou 0 método proposto por Amable et al. como o melhor procedimento para obtencédo
de PRP baseado no isolamento de plaquetas e quantificagdo de citocinas e fatores de crescimento
apos ativacdo plaquetaria (AMABLE et al., 2013; DHURAT; SUKESH, 2015). O método
proposto por Amable et al. consiste em uma primeira centrifugacdo lenta a 300 x g por 5 minutos,
seguida de uma centrifugacdo mais forte a 700 x g por 17 minutos. A ativacao plaquetaria se deu
utilizando 20 mM de CaCl, (AMABLE et al., 2013).
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Figura 6 — Esquema do processo de obtencdo do plasma-rico em plaquetas. Figura obtida em
https://jcadonline.com/platelet-rich-plasma-review/

fazer o tratamento com o plasma obtido do proprio paciente, desta forma personalizando o
tratamento. Embora a técnica padréo-ouro seja 0 uso de 0sso autélogo, PRP vem cada vez mais
sendo utilizado no tratamento de patologias relacionadas ao tecido dsseo, tais como, osteoartrite,
intervengdes de substituicdo de dente, injegBes durante artroscopia, dentre outras, devido a sua
capacidade em promover angiogénese e proliferacdo de osteoblastos, condi¢Ges fundamentais




para a recuperacio da lesdo (GAVINO ORDUNA 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 clinicos ainda ndo levaram a uma conclusdo sobre o uso do PRP no tratamento
(GRIFFIN et al., 2012). Griffin et al. afirmou que embora ndo possa ser descartado um beneficio
do uso de PRP na cicatriza¢do de 0ssos longos, ainda sdo necessarios mais ensaios para sustentar
0 uso desta pratica durante a intervencdo. O uso de PRP vem sendo associado a diferentes
biomateriais na busca por melhores resultados (GRIFFIN et al., 2012).

Hidroxiapatita, quitosana, hidrogeis e diversos polimeros sdo 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 ja vém inclusive sendo aplicados na modificacdo de
superficies de biomateriais visando a melhor ades&o celular, promovendo assim uma melhor
osteointegracio (GAVINO ORDUNA et al., 2017; GRIFFIN et al., 2012). Embora algum
progresso tenha sido alcangado neste cendrio, ainda existe uma lacuna em estudos de
caracterizacdo fisico-quimicas destes compositos, 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 bioimpressdo de tecidos. Os artigos cientificos
recentes apontam a bioimpressdo em 3D e as aplicagbes da manufatura aditiva para o
desenvolvimento de uma tecnologia hibrida, como uma das mais importantes perspectivas na area
da engenharia de tecidos (BILLIET et al., 2012; DEMIRTAS; IRMAK; GUMUSDERELIOGLU,
2017; FARAMARZI et al., 2018). Por exemplo, a producdo de arcabougos poliméricos sélidos
tem sido combinada a hidrogéis carreados com células (DEMIRTAS; IRMAK;
GUMUSDERELIOGLU, 2017; SCHUURMAN et al., 2011; SONG et al., 2020); a tecnologia de
impressdo em 3D tem sido combinada a deposic¢do de esferdides 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 regeneragdo
tecidual é um dos grandes desafios de nosso tempo (HAUGEN et al., 2019). Avancos foram
obtidos, porém ainda existem lacunas a serem preenchidas na obtengdo de um “biomaterial ideal”
para o tecido 6sseo (ZADPOOR, 2020). Novas tecnologias vém sendo incorporadas como
bioinformatica, inteligéncia artificial, bioimpressdo 3D, organ on-na-chip, dentre outros, no
desenvolvimento de biomateriais nos Gltimos anos (LAKHANI, 2016). Nosso grupo vem na
ultima década investigando a resposta celular a biomateriais com um olhar para a transdugéo de
sinais em vias como de adeséo, sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo celular (DA COSTA
FERNANDES et al., 2018a; FERNANDES et al., 2018; ZAMBUZZI et al., 2014). Esse repertorio
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nos posiciona no centro da discussdo sobre a incorporacdo dessas ferramentas, bem como na
proposi¢do de novos materiais (GILBERT TRIPLETT; BUDINSKAYA, 2017).

Neste contexto, entendendo o potencial do PRP como uma fonte autéloga de fatores de
crescimento, j& amplamente utilizada em diversos procedimentos terapéuticos, propomos o seu
uso em biomateriais para regeneracao 6ssea. Devido a curta vida de plaquetas, “fator ativo do
PRP”, levantamos a possibilidade da liofilizacdo do PRP para aumentar sua vida Gtil. O liofilizado
entdo ird compor nosso material proposto, que também conta com a presenca de fosfatos de célcio,
como hidroxiapatita e fosfato tricalcio, numa rede de alginato, compondo assim um hidrogel para

entrega de moléculas de interesse ao tecido 6sseo.

1.10 Objetivo

Desenvolvimento de um biomaterial associando plasma-rico em plaquetas a

hidroxiapatita/fosfato tricalcio capaz de impactar a performance celular e regeneracao dssea.

1.10.1 Objetivos especificos

i.  Obter e caracterizar o liofilizado de PRP;

ii. Investigar mecanismos moleculares da performance celular de células
mesenguimais e pré-osteoblastos desafiadas por PRP ou liofilizado;

iii.  Associar o liofilizado de PRP a hidroxiapatita/ TCP e caracterizar fisico-
guimicamente;

iv.  Investigar mecanismos moleculares da performance celular de células pré-
osteoblasto e macréfagos desafiadas por meio condicionado pelo composito

desenvolvido.
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1 | INTRODUCTION

Willian Fernando Zambuzzi

Abstract

Autologous platelet-rich plasma accelerates bone healing by releasing biomolecules
during their degranulation process, which are transported by vesicle-like structures
called platelet microparticles (PMPs). However, the underlying mechanisms regulating
the osteogenic differentiation by PMP-released miRs remain poorly understood and
this prompted us to better address this issue. Thus, miRNAseq expression profiles (E-
GEOD-76789) were downloaded from ArrayExpress database. GEO2R was per-
formed to evaluate the differential expression, and mirnatap R package was used to
find targets for differentially expressed miRNAs. An extend protein-protein (ePPl)
network for osteogenic marker proteins was generated using String, and DAVID tools
were used to perform gene ontology and KEGG pathway analysis from ePPI and
miRNAs targets. Our data show that ePPI network was composed by 232 nodes and
2,175 edges, with a clustering coefficient of 0.546. MCODE was able to identify
seven clusters contained in the ePPl network, and the two that presented a score
above 10 were used in further analysis. Conversely, 15,944 different targets were
found as down-expressed while 5,715 different targets were up-expressed. Among
the downregulated 75 miRNAs, 70 have predicted targets present in the ePPI net-
work, while the 21 upregulated miRNAs have 19 predicted targets in the ePPI net-
work. Our study provides a registry of miRNAs that play a central role in regulating
osteogenic phenotype, which might have potential therapeutic applications in bone

regeneration and bone tissue engineering.

KEYWORDS

bioengineering, bone, miRNA, platelet microparticles, platelets-rich plasma, regeneration

surrounding dental implants. Moreover, other infections deserve
attention, such as the infection with salmonella that remains a global

Currently, the process of bone regeneration is a major challenge in
patient care. Although bone tissue has excellent self-regeneration
capacity, some lesions require surgical interventions to guarantee ade-
quate wound healing.* Bone-healing therapies are a multifactorial pro-
cess aimed at recruiting competent cells to differentiate into
osteoblasts, in addition to stimulating them to grow bone tissue.?
Although well-orchestrated by osteoblasts, bone regenerating mecha-
nism could be the target of infectious processes as well as those hap-
pening within the oral environment during appositional bone growth

public health challenge. Infection scenario compromises the capacity
and plasticity of cells to drive tissue regeneration, and this challenge
must be considered when the global knowledge about tissue reg-
enerating is achieved.

Within the bone regeneration process, osteoblasts have a pivotal
role by secreting extracellular matrix and further releasing mineralized
vesicle to drive mineralization. Additionally, osteoblasts are highly
active cells in the process of bone healing, either by synthesizing the
bone matrix or by crosstalking with osteoclasts, resorbing cells,

1502 I © 2020 Wiley Periodicals LLC

wileyonlinelibrary.com/journal/jbma

J Biomed Mater Res. 2021;109:1502-1511.
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promoting a fundamental balance of bone growth and resorption, and
guaranteeing bone health.3~> Osteoblast originates from mesenchy-
mal stem cells (MSCs), which can also differentiate into adipocytes,
fibroblasts, myoblasts, and others.®~® This multipotent aspect of MSCs
requires a delicate regulation of the cellular machinery involving oste-
ogenic proteins, such as Runx2, Bmps, Spp1, Bglap, Sp7, and Alpl.” 1!
These genes are target of a multitude of signaling pathways upon acti-
vation of a set of proteins embedded into cell membrane.

Specific for bone, regeneration of tissue presenting original char-
acteristics is a challenge in bioengineering. Physiologically, the injured
tissue requires a multitude of mechanisms to guide bone healing, in
which platelets contribute. Platelets are anucleated, circulating,
discoid-shaped cells classically related to the blood coagulation pro-
cess.’? Although lacking nuclei, platelets are able to synthesize pro-
teins through a specialized post-transcriptional and translational
repertoire.'® Platelets contain at least three different granule types
(alpha-granules, delta-granules, and lysosomes'4), each of them being
true reservoirs of growth factors, proteins, micro RNAs (miRNAs),
cytokines, chemokines, and other biomolecules.'® The exocytosis of
this granular content is seen in various clinical interventions, such as

platelet-rich plasma (PRP).*¢

The autologous content of PRP is the key
point of this practice, making this intervention widely individualized.
Different agonists are able to activate platelets promoting the degran-
ulation process, responsible for the release of granules and microparti-
cles (platelet microparticles [PMPs)).2>1718 The PMPs are 0.1-1.0 pm
vesicle-like structures (containing phospholipid bilayer), corresponding
to about 80% of the circulating microparticles.®

Through their circulation, PMPs are able to deliver miRNAs to dif-
ferent cell types, such as endothelial, vascular, hepatocyte, tumors,
and immune system cells.*??° The miRNAs are short non-coding
RNAs with about 22 nucleotides that regulate the post-transcriptional
process by miRNA-mRNA binding to double-stranded RNA, initiating
the degradation process of the mRNA transcript or the inhibition of
protein translation.?*?? This fine regulation impacts several biological
processes in different signaling pathways and are fundamental in pro-
cesses, such as stem cell differentiation, immune response, cancer
development, and bone remodeling.?*?® For a better understanding
of the role of miRNAs in these and different biological processes, dif-
ferent methodologies are being used, from high throughput sequenc-
ing (MiRNA-seq) to several algorithms for predicting targets.??

In this analysis, we previously selected in silico an array of
miRNAs  of (E-GEOD-76789) from
ArrayExpress, a public repository of massive data from high-

platelet  microparticles
throughput functional genomics experiments, and used GEO2R online
tool to evaluate differential expression of miRNAs. A protein-protein
interaction network of osteogenic biomarker proteins was built using
String, and the relations between detected miRNAs and targets were
analyzed using different R packages. Moreover, DAVID tools were
used to analyze biological process, molecular function, and KEGG
pathway. Over the last decade, considerable funding throughout the
world enabled massive data to be built about different biological

YmmmJWHLEYJﬁE

contexts. However, the capacity of bioanalysis has not accompany
this progress, and strategies for in silico approaches are needed to
better revisit these data. Therefore, this study explores bioinformatic
tools to declare that platelets microparticles loads a repertory of
miRNAs programmed to drive osteogenic phenotype, and this knowl-
edge is necessary to better understand the landscape of bone tissue

regeneration.

2 | METHODS

2.1 | Array selection and processing

E-GEOD-76789 was chosen from the ArrayExpress database (www.
ebi.ac.uk/arrayexpress), which is a public and freely available data-
base. Briefly, the authors collected platelets using a protocol approved
by the Institutional Review Board. Platelets were isolated after blood
centrifugation (1200r for 30 min at 21°C), then the supernatant
(platelet rich plasma) was centrifuged at 2000r for 30 min at 21°C,
and the pellet containing platelets was resuspended in RPMI-1640
medium (HyClone, Logan, UT, USA). Platelets were counted (Clinical
Laboratory, Shanghai First Maternity Hospital, and Children's Hospital,
Shanghai) and adjusted to a density of 150 x 10° cells/ml and split
into two groups. The first was supplemented with 1.5% ACD (sigma)
and stimulated with thrombin (1.0 U/ml; Takeda Austria) for 1 h. The
second was cultivated in the empty medium for 48 h for natural apo-
ptosis. This group was considered control. The PMPs were in the
supernatant after centrifugation at 4000 r for 10 min at 4°C, then the
supernatants were centrifuged at 50,000g for 60 min at 4°C. The pel-
lets containing MPs were resuspended in RPMI-1640 medium and
quantified by the BCA method. Total RNA was extracted using the
mirVanaTM RNA Isolation Kit (Applied Biosystem p/n AM1556) using
the manufacturer's instructions. Then, 0.1 mg of total RNA was
dephosphorylated, denatured and then labeled with Cyanine-3-CTP
(Cy3) using the Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent) according
to the manufacturer's instructions, followed by RNAeasy column puri-
fication (QIAGEN, Valencia, CA, USA). Dye incorporation and cRNA
yield were verified with the NanoDrop ND-1000 UV-VIS spec 3.2.1
spectrophotometer. Then, 0.6 pg of Cy3-labeled cRNA (specific
activity>10.0 pmol Cy3/pg cRNA) was fragmented at 60°C for 30 min
in a 25 pl reaction volume containing 25x Agilent fragmentation
buffer and 10x Agilent blocking agent following the manufacturer's
instructions. Upon completion of the fragmentation reaction, 25 pl of
2x GEx HI-RPM hybridization buffer was added to the fragmentation
mixture and hybridized with the Microarray V19.0 8x60K Agilent-
046065 (Agilent) miRNA for 17 h at 65° in a hybridization oven
Agilent rotary. After hybridization, the microarrays were washed
1 min at room temperature with GE 1 wash buffer (Agilent) and 1 min
with GE wash buffer at 37°C (Agilent), then dried immediately by brief
centrifugation. The slides were scanned immediately after washing on
the Agilent DNA Microarray scanner (G2505C) using a color scan
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setup for 8 x 60 k slides (scan area 61 x 21.6 mm, scan resolution
3 pm, dye channel set to green and green PMT is set to 100%). The
scanned images were analyzed using the Feature Extraction 10.7.1
software. (Agilent), with standard parameters to obtain the intensities
of the processed signal subtracted and spatially retained as raw data,
which were normalized in the quantile algorithm with Genespring
12.0 (Agilent). The processed data were downloaded. The miRNAs dif-
ferentially expression was analyzed with GEO2R (https://www.ncbi.
nim.nih.gov/geo/geo2r/). The miRNAs with adjusted p-value <0.01
and log; | FC| > 1 were considered upregulated, while miRNAs with
adjusted p-value <0.01 and log, | FC| <1 were considered down-
regulated (FC: fold change of the group stimulated by thrombin com-
pared to that of natural apoptosis, considered control).

2.2 | Protein-Protein interaction network and
cluster analysis

A protein-protein interaction (PPI) network was build using osteo-
genic marker proteins in String.2* The input proteins were RUNX2,
ALPL, BMP2, BMP7, SPP1, TNFRSF11B, BGLAP, SP7, IBSP,
TNFSF11, SMAD2, and SMADS3. Table 1 contains proteins names and
uniprot accession of osteogenic markers proteins used as input in
String. Then, the initial PPl network was expanded to 20 proteins in
first shell and 200 in second shell, using active interaction sources as
Textmining, Experiments, and Databases, considering minimum required
interaction score as 0.900 (highest confidence). The expanded PPI
(ePPI1)
NetworkAnalyzer and MCODE?® was used to screen clusters con-

network was analyzed using the Cytoscape®® tool

tained in the network with degree cutoff = 2, node score cutoff = 0.2,
k-core = 2, and max. Depth = 100.

TABLE 1 Osteogenic markers protein uniprot acession

Uniprot
Protein name acession
RUNX2 Runt-related transcription factor 2 Q13950
ALPL Alkaline phosphatase, tissue- P05186
nonspecific isozyme
BMP2 Bone morphogenetic protein 2 P12643
BMP7 Bone morphogenetic protein 7 P18075
SPP1 Osteopontin P10451
TNFRSF11B  Tumor necrosis factor receptor 000300
superfamily member 11B
BGLAP Osteocalcin P02818
SP7 Transcription factor Sp7 (Osterix) Q8TDD2
IBSP Bone sialoprotein 2 P21815
TNFSF11 Tumor necrosis factor ligand 014788
superfamily member 11 (Rankl)
SMAD2 Mothers against decapentaplegic Q15796
homolog 2
SMAD3 Mothers against decapentaplegic P84022

homolog 3
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2.3 | miRNA predicted targets

The prediction of mRNA targets for differentially regulated miRNA
was performed using the R programming environment through the
packages miRNAtap?” and miRNAtap.db.?” The analysis of miRNAtap
was fulfilled based on the databases PicTar,2® DIANA,?? TargetScan,*°
MiRanda,®* and miRDB.*?> A miRNA-mRNA network was built using
the R programming environment through with SNA 33 Network,343°
and ggnet® packages.

24 |
targets

Ontology and pathways analysis of miRNAs

The Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery
(DAVID, https://david.ncifcrf.gov/) was chosen to perform Gene

37,38

Ontology, and KEGG Pathway analysis®? from targets of up and

downregulated miRNAs.

3 | RESULTS
3.1 | Identification of up and down expressed
miRNA

In this study, 10 samples were used, five replicates from control group
(Natural apoptosis) and 10 others for treated group (Stimulated with
thrombin). Using GEO2R, the differentially expressed miRNAs were
assessed. From 2006 miRNAs, 21 (1%) miRNAs were considered
upregulated and 75 (3%) were considered downregulated (Figure 1).

3.2 | ePPIl network of osteogenic marker proteins
String was used to generate and expand a PPI network of osteogenic
marker proteins. NetworkAnalyzer, tool from Cytoscape, was used to
perform the analysis of the ePPI network. The ePPI network is com-
posed by 232 nodes and 2,175 edges, with a clustering coefficient of
0.546. The degree of connectivity, betweenness centrality, and close-
ness centrality were also determined (Table 1). MCODE was able to
identify seven clusters contained in the ePPI network, and the two
with a score above 10 were used for further analysis (Figure 2).

3.3 | miRNA predicted targets

Predicted targets for the differentially expressed miRNAs were
obtained using miRNAtap and miRNAtap.db packages, searching in
five different databases. For the down-expressed miRNAs, 15,944 dif-
ferent targets were found as well as 5,715 different targets for the
up-expressed miRNAs. Among the downregulated 75 miRNAs,
70 have predicted targets present in the ePPI network, while the
21 upregulated ones have 19 predicted targets in the ePPI network.
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FIGURE 1 Volcano Plot from E-GEOD-76789. Red dots represents miRNAs with log2FoldChange > 1 and adjusted p-value <0.01
(upregulated), purple dots represents miRNAs with log2FoldChange < 1 and adjusted p-value <0.01 (downregulated), and black dots represents

miRNAs with no significant expression results

Both Tables 2 and 3 contain the top 10 miRNA (up or down, respec-
tively) with the number of predicted targets and the number of
predicted targets contained in the ePPI network. Figure 3 is a network
map of miRNA-mRNA interaction of up and downregulated miRNAs.

34 | Gene ontology function and KEGG pathway
enrichment analysis

For a better understanding of the participation of the miRNAs differ-
entially expressed in biological processes, ontology enrichment analy-
sis (Gene ontology) and signaling pathways (KEGG) using DAVID tools
are presented. Tables 4 and 5 contain results of the top 20 ontologies
(up and down, respectively) and top 10 pathways (up and down,
respectively). DAVID tool was also considered to perform an enrich-
ment analysis of signaling pathways present in the two clusters
obtained from the ePPI network (Figure 2c,e).

4 | DISCUSSION

Platelet-rich plasma is commonly used in therapies for bone
regeneration,'®*° due to high concentrations of PDGF, EGF, VEGF,
IGF, and other growth factors.***? Importantly, VEGF drives the
angiogenesis during bone healing while other growth factors concomi-
tantly compromise osteoblast differentiation. To better address the
performance of endothelial cells, we subjected these cells to a shear
stress model and we demonstrated earlier the involvement of

WNT/b-catenin signaling in modulating ECM remodeling as a possible
prerequisite event to drive angiogenesis. The process of platelet apo-
ptosis releasing microparticles loaded with those growth factors and
miRNAs has often been reported.?%434> We applied in silico tools to
better understand the success of platelets-based therapies in bone,
mainly considering the molecular landscape involved with osteoblast
differentiation. An ePPI network was built using String based on pro-
teins classically related to the process of osteoblastic differentiation.
String is a powerful bioinformatic tool for the construction of interac-
tion networks between proteins, which are very useful in the analysis
of biological functions. Table 6 summarizes the results of the ePPI|
analysis, revealing a core of proteins with important biological roles in
this cellular context. Among the proteins listed, TGFbeta is associated
with the expression of BMPs that requires SMAD signaling as immedi-
ate response upon BMPR activation. Lengerke et al. found a coupling
between BMP and WNT upstream from the activation of HOX
genes.*® Importantly, we demonstrated that HOXA gene cluster is
epigenetically modulated during osteoblast differentiation.*” Another
important point is the possible and concomitant signaling that requires
the activation of beta catenin as a mechanism to regulate ECM
remodeling in platelet-induced osteoblast differentiation and
mineralization.

MCODE identified collections of related proteins (clusters), and
we chose to analyze the ones with high score, indicating high reliabil-
ity of the data. Two clusters were then submitted to enriched path-
way analysis (KEGG) using DAVID tools. Cluster 1, containing
19 proteins (TGFB3, TGFB2, LEFTY2, VEGFA, ALB, APP, IGF1, FN1,
CLU, PDGFB, TGFB1, TIMP1, SPARC, TIMP3, HGF, THBSI1,
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Term

PValue FDR Genes

FIGURE 2

hsaos210:Colorectal cancer
hsaog212:Pancreatic cancer

hsaog205:Proteoglycans in cancer 8.10E-08 8.31E-05 VEGFA, IGF1, HGF, THBS1, TIMP3, TGFB1, FN1, TGFB2
hsaos211:Renal cell carcinoma 1.76E-07  1.80E-04 PDGFB, VEGFA, TGFB3, HGF, TGFB1, TGFB2
hsaos200:Pathways in cancer 4.61E-07  4.73E-04 PDGFB, VEGFA, TGFB3, IGF1, HGF, EGF, TGFB1, FN1, TGFB2
hsaos510:Focal adhesion 2.61E-06 0.00268 PDGFB, VEGFA, IGF1, HGF, THBS1, EGF, FN1
hsaos144:Malaria 2.88E-06 0.00295 TGFB3, HGF, THBS1, TGFB1, TGFB2
hsao4060:Cytokine-cytokine receptor interaction  4.96E-06  0.00508 PDGFB, VEGFA, TGFB3, HGF, EGF, TGFB1, TGFB2
hsaos212:Pancreatic cancer 9.01E-06  0.00924 VEGFA, TGFB3, EGF, TGFB1, TGFB2
hsao4350:TGF-beta signaling pathway 2.51E-05 0.02569 LEFTY2, TGFB3, THBS1, TGFB1, TGFB2
hsao4066:HIF-1 signaling pathway 4.61E-05  0.04724 VEGFA, SERPINE31, IGF1, EGF, TIMP1
hsaog:sszlaK-Akt signaling pathway 5.06E-05  0.05185 PDGFB, VEGFA, IGF1, HGF, THBS1, EGF, FN1
(e)
Term PValue FDR Genes
hsao4350: TGF-beta signaling pathway 5.65E-28  4.65E-15 ACV‘:ZS;:’ f;’x&:m;ﬁm;mﬁ;;f; :’:;;:1:[)5'
hs: ling pathways reg g plurip y of stem cells 2.86E-10 2.39E-07  ACVR2A, ACVR2B, BMP2, SMADg, SMADs, BMPR2, SMAD3,
hsao43g0:Hippo signaling pathway 379E-07  3a7E-04 BMP2, TGFBR1, TGFBR2, BMPR2, SMAD3, SMAD2, BMPR1B,
hsao4120:Ubiquitin mediated proteolysis 416E-06  0.00348 UBE2D4, UBE2D3, UBE2D2, NEDD4L, CDC34, UBE2D1, UBE2L3
hsao4060:Cytokine-cytokine receptor interaction 7.99E-05  0.06683 ACVR2A, ACVR2B, TGFBR1, TGFBR2, BMPR2, BMPR1B, BMPR1A

TGFBR, TGFBR2, SMAD3, SMAD2
TGFBR1, TGFBR2, SMAD3, SMAD2

0.001071988 0.89325
0.001230054  1.02437

hsaog520:Adherens junction 0.001588704 1.3213 TGFBR1, TGFBR2, SMAD3, SMAD2
hsao5142:Chagas disease (American trypanosomiasis) 0.004712389 3.87448 TGFBR1, TGFBR2, SMAD3, SMAD2
hsa04068:FoxO signaling pathway 0.009508147 7.68119 TGFBR1, TGFBR2, SMAD3, SMAD2

Expanded protein-protein interaction (ePPI) of osteogenic markers proteins. (a) Protein-protein interaction of ePPI network, node

size was ordered by degree of connectivity. (b) and (d) are clusters 1 (score = 19) and 2 (score = 12.174); (c) and (e) are the enriched pathways of

clusters 1 and 2, respectively

SERPINE1, EGF, and PLG) and score = 19, presents enriched path-
ways involving Focal adhesion, Proteoglycans and Pathways in cancer,
Cytocine-cytocine receptor interaction, TGF-beta signaling, HIF-1 sig-
naling, and PI3K-Akt signaling pathway. Here, another point suggests
a coupling of angiogenesis and osteogenesis processes during
platelets-induced bone growth since HIF1 stimulate the VEGF signal-
ing in governing endothelial cell proliferation and further angiogenesis.
In turn, PIBK/AKT signaling guarantees survival signaling with

potential to upregulate the expression of eNOS gene and contribute
with angiogenesis dependently to NO signaling. Cluster 2, containing
24 proteins (UBE2D4, BMPR2, ACVR2A, SMADé6, SMAD3, ACVR2B,
BMPR1B, UBE2D2, UBE2D1, TGFBR2, BMPR1A, UBE2D3, UBC,
RPS27A, UBA52, BMP2, SMADS5, UBB, NEDDA4L, UBE2L3, SMAD9,
CDC34, SMAD2, and TGFBR1) and score = 12,174, presents enriched
pathways involving TGF-beta signaling, Regulating pluripotency of
stem cells, Hippo signaling, Cytocine-cytocine receptor interaction,
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TABLE 2 Top 10 upexpressed miRNAs

miRNA miRNA targets ePPI targets
Hsa-miR-7-5p 14,700 203
Hsa-miR-361-3p 6,800 117
Hsa-miR-361-5p 6,800 117
Hsa-miR-128 4,781 83
Hsa-miR-149-3p 2,168 38
Hsa-miR-195-5p 1739 35
Hsa-miR-424-5p 1,595 30
Hsa-miR-30e-3p 1471 28
Hsa-miR-34a-5p 1,447 30
Hsa-miR-181b-5p 1,350 30
TABLE 3 Top 10 downexpressed miRNAs
miRNA miRNA targets ePPI targets
Hsa-miR-940 933 17
Hsa-miR-4,665-3p 727 11
Hsa-miR-33b-3p 674 10
Hsa-miR-4,433-3p 672 13
Hsa-miR-3,162-3p 571 15
Hsa-miR-365a-3p 545 31
Hsa-miR-1260a 529 8
Hsa-miR-1,587 517 8
Hsa-miR-6,515-3p 478 6
Hsa-miR-4,286 454 3

Adherens junction, and FoxO signaling. Cluster 1 contains proteins
classically reported as growth factors in PRP, such as TGFBs, PDGFB,
HGF, IGF1, VEGFA, and EGF. In addition, proteins, such as ALB, CLU,

48-50 are also

FN1, PLG, which are related to platelet degranulation,
contained. The TGF-beta pathway was highlighted in cluster 2 with
receptors of BMP and TGF-beta, different SMADs and BMP2 being
contained in this cluster. TGF-beta pathway is classically related to
osteoblastic differentiation.’® Furthermore, the Hippo signaling path-
way, which was observed in this cluster, is particularly related to
developmental biology. Widely conserved in different species, the
Hippo signaling is well established in osteblastogenesis.’%>3

E-GEOD-76789 contains samples from PMPs derived from apo-
ptosis platelets and from thrombin stimulating platelets, both five rep-
licates. The miRNAs contained in microparticles released during
platelets apoptosis occur regularly in platelet biology and were inter-
preted as control for analyzes in this study. PMPs released due to
stimulation with thrombin were considered the treated group. The dif-
ferentially expressed miRNAs (up or down) were used as input to sea-
rch for predicted targets, with a special interest in the targets
contained in the ePPI network generated for genes related with oste-
ogenic differentiation. The set of differentially expressed miRNAs may
impact osteoblastic differentiation, because of the 96 differentially
expressed miRNAs, 89 have targets in the ePPI network.

Y‘r;i::::;f.‘.(!:zi‘..\_Wl LEY_| 7

Up-regulated

FIGURE 3 Differentially expressed miRNA-mRNA network map.
Map of upregulated and downregulated miRNAs. Blue dots represent
miRNAs, red dots represent mRNAs predicted as targets, and purple
dots represent mMRNA present in expanded protein-protein
interaction (ePPI) predicted as targets

Since the function of each miRNA has not yet been elucidated, an
analysis of networks and ontologies was performed from the
predicted targets of these miRNAs. Gene Ontology analysis indicated
that miRNAs targets were involved mostly in regulation of transcrip-
tion, through RNA polymerase Il promoter or DNA binding, when
miRNAs were up or down regulated. Ontologies related to the tran-
scription of intracellular signals and phosphorylation by tyrosine or
serine/threonine kinase and related to GTPase activity were found in
both cases (up or down regulated). Furthermore, the KEGG pathways
of downregulated miRNAs targets included cAMP signaling pathway,
cGMP-PKG signaling pathway, Rapl signaling pathway, Protein
processing in endoplasmic reticulum, AMPK signaling pathway, Insulin
secretion, among others, while up-regulated miRNAs targets were
enriched in Pathways in cancer, Proteoglycans in cancer, MAPK sig-
naling pathway, ErbB signaling pathway, Ras signaling pathway, and
endocytosis.

A possible explanation for repeated ontologies in the up and
downregulated groups is in the target prediction approach for miRNAs
used in this work, since the same miRNA may interact with more than
one mRNA and the mRNAs predicted as targets were used as input in
the DAVID tools and the same mRNAs have been predicted for
miRNAs up and downregulated. However, this approach reinforces
the importance of these biological events in techniques using platelets
as PRP or PPP injection. The obtained KEGG results suggest a regula-
tion of migration, adhesion, proliferation, survival, and energy
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TABLE 4 Top 20 up or downregulated ontologys

Term Count Percentage p value FDR
Upregulated GO:0005515 ~ protein binding 6,359 49.6409 9.96E-79 1.83E-75

GO:0045944 ~ positive regulation of transcription from 751 5.86261 6.80E-14 1.39E-10
RNA polymerase Il promoter

GO0:0035556 ~ intracellular signal transduction 329 2.56831 1.98E-12 4.05E-09

GO:0006351 ~ transcription, DNA-templated 1417 11.0617 1.86E-11 3.80E-08

GO:0003700 ~ transcription factor activity, 722 5.63622 1.40E-10 2.57E-07
sequence-specific DNA binding

GO:0000122 ~ negative regulation of transcription from 551 4.30133 2.20E-10 4.50E-07
RNA polymerase Il promoter

GO0:0045893 ~ positive regulation of transcription, 404 3:15379 2.75E-10 5.64E-07
DNA-templated

GO:0007399 ~ nervous system development 235 1.8345 2.15E-09 441E-06

GO:0003682 ~ chromatin binding 311 242779 2.44E-09 4.48E-06

GO0:0046872 ~ metal ion binding 1,480 11.5535 2.58E-09 4.73E-06

GO:0008134 ~ transcription factor binding 232 1.81109 4.04E-09 7.43E-06

G0:0042803 ~ protein homodimerization activity 548 427791 3.47E-08 6.38E-05

GO:0005524 ~ ATP binding 1,078 8.4153 4.17E-08 7.66E-05

G0:0044212 ~ transcription regulatory region DNA binding 176 1.37393 7.69E-08 1.41E-04

GO:0007264 ~ small GTPase mediated signal transduction 200 1.56128 1.11E-07 2.27E-04

GO:0006366 ~ transcription from RNA polymerase |l 392 3.06011 1.45E-07 2.96E-04
promoter

GO0:0001077 ~ transcriptional activator activity, RNA 192 1.49883 1.82E-07 3.34E-04

polymerase Il core promoter proximal region
sequence-specific binding

GO0:0008270 ~ zinc ion binding 849 6.62764 1.98E-07 3.65E-04
GO:0004674 ~ protein serine/threonine kinase activity 293 2.28728 2.83E-07 5.20E-04
Downregulated GO:0005515 ~ protein binding 7,667 48.0961 2.46E-99 4.56E-96
GO0:0005524 ~ ATP binding 1,325 8.3119 4.66E-16 8.22E-13
GO:0035556 ~ intracellular signal transduction 373 2.33988 1.56E-10 3.22E-07
GO0:0008134 ~ transcription factor binding 267 1.67493 1.05E-09 1.95E-06
G0:0046872 ~ metal ion binding 1776 11.1411 2.42E-09 4.50E-06
GO:0006468 ~ protein phosphorylation 415 2.60335 6.61E-09 1.36E-05
GO:0000122 ~ negative regulation of transcription from 640 4.01481 1.33E-08 2.73E-05
RNA polymerase Il promoter
GO:0006366 ~ transcription from RNA polymerase |l 462 2.89819 3.29E-08 6.78E-05
promoter
G0:0042802 ~ identical protein binding 663 4.15909 3.62E-08 6.72E-05
G0:0045944 ~ positive regulation of transcription from 859 5.38862 3.92E-08 8.08E-05
RNA polymerase Il promoter
GO:0004672 ~ protein kinase activity 328 2.05759 1.08E-07 2.01E-04
GO0:0045893 ~ positive regulation of transcription, 462 2.89819 1.15E-07 2.36E-04
DNA-templated
GO:0004674 ~ protein serine/threonine kinase activity 342 2.14541 1.94E-07 3.60E-04
GO0:0042803 ~ protein homodimerization activity 643 4.03362 3.46E-07 6.42E-04
GO0:0043547 ~ positive regulation of GTPase activity 503 3.15539 3.50E-07 7.22E-04
GO0:0003682 ~ chromatin binding 354 2.22069 4.09E-07 7.59E-04
G0O:0044212 ~ transcription regulatory region DNA binding 199 1.24835 7.93E-07 0.00147
GO:0051056 ~ regulation of small GTPase-mediated signal 129 0.80923 9.60E-07 0.00198

transduction
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TABLE 5 Top 20 up or downregulated ontologies

Term Count Percentage p-value
Upregulated hsa05200:Pathways in cancer 315 2459016 2.19E-13
hsa05205:Proteoglycans in cancer 170 1.327088 1.88E-11
hsa05166:HTLV-I infection 205 1.600312 6.60E-09
hsa04010:MAPK signaling pathway 203 1.584699 1.95E-08
hsa04012:ErbB signaling pathway 79 0.616706 2.29E-08
hsa04014:Ras signaling pathway 182 1.420765 2.38E-08
hsa04144:Endocytosis 204 1.592506 4.89E-08
hsa05100:Bacterial invasion of epithelial cells 71 0.554254 1.13E-07
hsa05231:Choline metabolism in cancer 88 0.686963 2.74E-07
hsa04390:Hippo signaling pathway 125 0.9758 2.97E-07
Downregulated hsa04024:cAMP signaling pathway 88 1.540077 1.40E-06
hsa04360:Axon guidance 61 1.067553 3.83E-06
hsa04261:Adrenergic signaling in cardiomyocytes 66 1.155058 1.80E-05
hsa04022:cGMP-PKG signaling pathway 73 1.277564 1.94E-05
hsa04015:Rap1 signaling pathway 87 1.522576 4.42E-05
hsa04921:Oxytocin signaling pathway 69 1.20756 4.44E-05
hsa04141:Protein processing in endoplasmic reticulum 72 1.260063 7.79E-05
hsa04152:AMPK signaling pathway 55 0.962548 1.09E-04
hsa04520:Adherens junction 36 0.630032 1.37E-04
hsa04911:Insulin secretion 41 0.717536 1.72E-04

TABLE 6 Top 20 protein on ePPI network (degree of connectivity ranked)

Protein Degree Betweenness centrality Closeness centrality
JUN 95 0.1236976 0.5984456
SMAD4 93 0.12732904 0.60629921
SMAD3 85 0.09181425 0.59079284
FOS 67 0.06401947 0.55662651
SMAD2 67 0.04964846 0.53971963
TGFB1 62 0.06628416 0.55797101
EP300 55 0.02554333 0.53472222
TP53 53 0.031343 0.51333333
ATF2 52 0.058679 0.53846154
UBA52 47 0.01429755 0.51333333
RPS27A 47 0.01429755 0.51333333
MYC 47 0.0186852 0.51677852
UBB 47 0.01429755 0.51333333
UBC 47 0.01429755 0.51333333
MAPK1 46 0.02644022 0.53472222
CREBBP 44 0.01461196 0.51910112
RELA 43 0.01489413 0.49784483
MAPK3 41 0.02283714 0.52860412
MAPK14 41 0.00883738 0.47925311
VEGFA 39 0.01308142 0.48024948

Abbreviation: ePPI, expanded protein-protein interaction.
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metabolism through the modulation of signaling pathways, widely

needed in bone healing.>* These results combined with the cluster

analysis of ePPl network suggest the modulation of osteoblastic dif-

ferentiation by miRNAs delivered by platelet MPs.

In conclusion, the results reported in this study suggest a poten-

tial use of platelet microparticles in bone healing, mainly because

PRP-derived microparticles are loaded with miRNAs predicted to pro-

cess osteogenic phenotype. Thus, this might be useful for new thera-

peutics approach on regenerative medicine, especially in bone.
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Capitulo 3

Liofilizado de plasma-rico em plaquetas humano:

Obtencao e caracterizacdo.
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3.1 Resumo do capitulo

LesGes Osseas constituem um dos problemas mais prementes na area médico-
odontoldgica. Embora o tecido 6sseo seja um tecido altamente dindmico com boa capacidade de
se regenerar, faz-se necessario intervengdes que visem a diminuigdo de seu tempo de regeneracao
assim contribuindo para um aumento na qualidade de vida do paciente. Plasma-rico em plagquetas
(PRP) vem sendo utilizado na regeneracdo tecidual de diferentes érgdos devido ao seu amplo
conteudo de biomoléculas, como fatores de crescimento, horménios, miRNAs, ions, dentre
outros, promovendo assim um tratamento autélogo. Uma vez que plagquetas sdo extremamente
frageis e com ciclo de vida de poucos dias, a liofilizacdo do PRP vem sendo proposta como um
método de aumentar seu tempo de armazenamento. Neste capitulo realizamos o processo de
obtencdo e liofilizacdo do PRP. Utilizamos técnicas de caracterizagao fisico-quimica para melhor
compreendermos seu contetdo e avaliamos seu impacto na performance de células pré-
osteoblasticas. Nossos resultados demostram um conteido altamente proteico, com presencas de
citocinas importantes como IL1f e TNFa. Os tratamentos com PRP e Liofilizado nao
apresentaram citotoxicidade e ambos modularam a expressdo génica relativa de diversos

biomarcadores de processos biolégicos.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Coleta de sangue e obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP):
liquido e liofilizado

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética local protocolo nimero:
25841919.6.0000.5411. O sangue foi coletado através de puncdo venosa em tubos a vacuo (3,6
mL) contendo citrato de sddio (3,8 %). Os tubos foram homogeneizados suavemente, através de
inversdo do tubo, para evitar a lise das plaguetas. Em seguida os tubos foram mantidos em
descanso em isopor por 30 minutos. Apds este periodo, os tubos foram centrifugados a 300 x g
por 5 minutos, temperatura ambiente, em uma centrifuga IntraSpin (Intralock). Apds a
centrifugacéo, foi coletado todo o plasma (incluindo o buffy coat) e transferido para tubos falcons
de 15 mL estéreis. Estes foram entdo centrifugados a 700 x g por 15 minutos a 16°C, em uma
centrifuga Universal 320 R (Hettich). Em seguida, os tubos foram mantidos em temperatura
ambiente e na posic¢do vertical por mais um descanso de 40 minutos. Ao final, os % superiores da
solugdo foram considerados plasma pobre em plaquetas (PPP) e o % inferior plasma rico em
plaquetas (PRP). O volume de PRP foi entdo dividido em duas partes iguais. Uma foi mantida em
agitacdo 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. Apds esse periodo, os tubos foram liofilizados em um
equipamento L101 (LIOTOP) por 24 h. Ap6s 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 %), antibi6tico e antimicotico, e
mantidas em estufa tmida a 37 ° C e 5 % de CO,. Meio osteoindutor foi produzido suplementado
0 meio de cultura com 50 ug/ml de fosfato de acido L-ascorbico, 10 mM de B-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 liquido e liofilizado por 24 h em estufa
Umidaa 37 ° C e 5 % de CO,. Para 0 PRP liquido, 1 mL de PRP foi adicionado a 9 mL de meio.
Ja para o PRP liofilizado, 100 mg foram diluidas em 10 mL de meio. A ativa¢do plaquetaria foi
realizada com adigdo de 20 mM de CaCl,. Apés o periodo de 24 h, foi observado a presenca 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: liberacdo de proteinas no
meio, ELISA, viabilidade celular e expressdo génica relativa. Concentracdo de proteinas 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 concentracgdo inicial e em oito dilui¢Ges seriadas. Meio de cultura
sem tratamento foi utilizado como controle. Células MC3T3-E1 foram semeadas a 5 x 10* células
por mL em placas de 96 pogos. Apods 24 horas as células foram tratadas por adicionais 24 horas,
guando o meio foi coletado e outro meio contendo o MTT foi adicionado. Apos 4 horas, 0 meio
contendo MTT foi retirado e o formazan formado foi diluido em DMSO, o qual foi medido em

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

3.2.5 Liberagao de proteinas pelo liofilizado

PRP liofilizado foi diluido em meio de cultura conforme o item anterior e mantido em
estufa Umida a 37 ° C e 5 % de CO, por 24h. Apoés esse periodo e a formagdo do gel foi
considerado o dia 0. O meio foi coletado nos tempos de 1, 2, 3, 8 e 35 dias e a concentracdo de
proteinas foi determinada utilizando o DC Protein Assay (BioRad). Meio de cultura sem adigéo

de PRP foi considerado controle.
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3.2.6 Anélise imunoenzimatico do tipo ELISA

As concentracdes das citocinas pro-inflamatdrias, TNFa e IL-1p no sobrenadante do meio
de cultivo celular foram determinados utilizando os kits Human IL-1 beta/IL-1F2 (Ref.:
HSLBOOD) e Human TNF-alpha Quantikine HS ELISA (Ref.: HS200) (Quantikine® HS ELISA).
Para isso 0 meio de cultivo condicionado por PRP e Liofilizado foi recolhido ap6s 24 horas de
condicionamento e armazenado a -80 ° C. Inicialmente foram adicionados 50 uL de diluente de
ensaio RD1-63 por pogo, em seguida 100 ul. de cada amostra e da curva padrdo foram
adicionados aos pocos e a placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente, protegidas da
luz e agitacdo constante. Apos o periodo de incubagdo, as placas foram lavadas 4X com 400 pL
de tampao de lavagem (Wash Buffer) e entdo adicionados 200 uL. de conjugado anti IL-1f e anti
TNFa em cada pogo e incubou-se por 1 hora em temperatura ambiente no agitador orbital. Apds
o periodo de incubagdo, as placas foram lavadas 4X com 400 puL de tampédo de lavagem (Wash
Buffer), incubadas com 200 pL de Estreptavidina Polimero-HRP (1X) para cada poco, novamente
lavadas. Ap6s 30 minutos de incubagdo com 200 uL de solucéo de substrato (Substrate Solution)
foram adicionados 50 pL de solugdo de parada (Stop Solution) a cada pogo a densidade optica de
cada poco foi determinada, usando leitor de microplaca definido para 450 nm com a corre¢do do

comprimento de onda de 540 nm.

3.2.7 Expressao génica relativa: RT-qPCR

Células MC3T3 foram semeadas a 5 x 10 células por mL em placas de 6 pogos. Apds
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®/Cloroférmio/lsopropanol, de acordo com as especificacbes do fabricante. A quantidade
e pureza do RNA extraido foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as
razdes OD 260/280 (> 1,8) e OD 260/230 (> 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
Uniscience). A transcricdo reversa dos RNAs extraidos, realizada com kit SuperScript First
Strand. As reagdes para o estudo do padréo de expressao dos possiveis genes foram realizadas em
triplicata utilizando SYBR Green Master Mix (g-PCR®, Promega) e iniciadores especificos
(Primers) mostrados na Tabela 1. Para o calculo da quantidade relativa utilizou-se 0 método limiar
critico comparativo 224, sendo os resultados expressos como média * desvio padrdo 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
Tnfa (21926) CCACATCTCCCTCCAGAAAA AGGGTCTGGGCCATAGAACT
Nfkb (18033) GGTTCAGGAGCTGCTGAAAC GGTTCAGGAGCTGCTGAAAC
I1rl (16177) ACCCCCATATCAGCGGACCG TTGCTTCCCCCGGAACGTAT
(178I;/I4§;d88 AT EOTCOTTE T TCTGACGA GCAAGGGTTiGTATAGTCGCATAT
116 (16193) AGTTGCCTTCTTGGGACTGA CAGAATTGCCATTGCACAAC
1118 (16173) ACTTTGGCCCGACTTCACTGT GGGTTCACTGGCACTTTGAT
1133 (77125) CCTTCTCGCTGATTTCCAAG CCGTTACGGATATGGTGGTC
(2167'35;'03 ATTACCCGCCCGAGAAAGG TCGCAGCAAAGATCCACACAG
(123;%‘)”)‘2 GGACGAGGCAAGAGTTTCA TGGTGCAGAGTTCAGGGAG
OPG (18383) CAGAGACTAATAGATCAAAGGCAGG ATGAAGTCTCACCTGAGAAGAACC
OTX (170574) CCCTTCCCTCACTCATTTCC CAACCGCCTTGGGCTTAT
OPN (20750) TTTGCTTTTGCCTGTTTGGC CAGTCACTTTCACCGGGAGG
a 4233/;; DH AGGCCGGTGCTGAGTATGTC TGCCTGCTTCACCACCTTCT
(Taséé)(”'\‘os) TACTCCATCAGCTCCTCTCCA GGATGTCAAATTGTCGCTGTT
(’Iggé)(”\‘os) CAGCTGGGCTGTACAAACCT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG

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

Espectroscopia no infravermelho utilizando um espectrometro de FTIR, Nicolet Nexus

670 (Thermo, USA), 200 scans com resolucdo de 4 cm™ em modo de transmitancia 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

caracteristicos 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 regidao do ultravioleta

PRP liofilizado de quatros doadores distintos foram diluidos na proporgdo de 10 mg em

1 mL de 4gua ultrapura, em seguida foram pipetados, em triplicata, 2 pL de cada diluicdo em uma

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

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

Gréficos e testes estatisticos foram realizados nos programas Graphpad Prism7 e no
ambiente R com pacotes base e tidyverse (R CORE TEAM, 2020; WICKHAM et al., 2019).
Diferencas significativas entre os grupos estudados foram verificadas empregando-se a anélise de
variancia (ANOVA). Nos casos em que a diferenca estatistica foi significativa, o teste de Tukey
foi utilizado para testar as diferencas minimas existentes entre os grupos estudados. Os valores
significativos serdo considerados para P < 0,05. Anélise dos dados de FTIR foram realizadas
integrando R e Python através do pacote reticulate (USHEY; ALLAIRE; TANG, 2021). Numpy
e Imfit foram os pacotes utilizados para a manipulacao e calculos 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 manipulacdo dos espectros
infravermelhos (VALENZUELA; RODRIGUEZ-LLAMAZARES, 2016).

3.2.11 Desenho experimental

Figura 7 - Desenho experimental do capitulo 3.
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3.3 Resultados
3.3.1 Coleta e liofilizacao de PRP

Foram coletados 16 tubos de 4 doadores com rendimento de aproximadamente 50 mL por
doador. Apos as duas centrifugacGes foram obtidos aproximadamente 6 mL de PRP por doador.
Foram observados PRP de duas coloragbes uma mais clara, levemente amarelado, e outra
avermelhado. Essas cores sdo dependentes da qualidade da separacdo das hemacias apés a
primeira centrifugacdo. A Figura 8 contém aliquotas de PRP obtidos de um doador com a
diferentes cores.

Figura 8 - Aliquotas de PRP do doador 1. A cor das aliquotas é dependente da precisdo separacdo na
primeira centrifugagao.
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Apos 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.
Apos este periodo foi obtido um material em p6 que mantém a cor do liquido (Figura 9). A
Tabela 4 contém os valores de massa para as aliquotas de PRP pesadas. Em média, foram obtidos
200,83 + 0,04 mg de liofilizado por mL de PRP.

Figura 9 - Aliquotas liofilizadas de liofilizado de PRP.

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

Tubo Doador Tubo vazio Tubo + liofilizado
liofilizado

2 1 7.03 7.17 0.14

1 2 7.05 7.24 0.19

3 2 7.04 7.18 0.14

2 3 7.06 7.28 0.22

1 4 7.03 7.29 0.26

3 4 7.06 7.32 0.26

Foi avaliada a liberagdo de proteinas ao ser diluido em &gua. Para isso realizamos 0
seguinte ensaio: foram pesadas massas de liofilizados entre 0 e 40 mg e em seguidas estas foram
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diluidas em 1 mL de &gua ultrapura e mantidos em agitagdo por 24 horas no interior de geladeira.
Apos esse periodo a concentracdo proteica foi determinada utilizando a técnica de Lowry. A razdo
da escolha desta amplitude de valores de massa foi devido a curva padrdo de BSA ser realizada

dentre esses valores (conforme instrucfes 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 regressao linear nos utilizando a
linguagem R com os pacotes base e tidyverse. A Figura 10 contém o grafico das amostras totais,

enquanto a Figura 11 contém os gréaficos coloridos pelos doadores individualmente, e a
Tabela 5 contém os parametros de regressdo linear.

Proteinas liberadas por massa de liofilizado em agua

ha w 5
(=] =1 [=1

Concentragdo de proteinas - Lowry (mg/mL)

20
Liofilizado (mg/mL)

Figura 10 - Liberacéo de proteinas pelo liofilizado diluido em &gua.
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Proteinas liberadas por massa de liofilizado em agua
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Figura 11 - Liberacéo de proteinas pelo liofilizado diluido em agua, colorido pelos distintos doadores das
amostras.

Tabela 5 - Pardmetros da regresséo linear considerando cada doador individualmente ou o total.

Coeficiente Coeficiente R?
angular (A) linear (B)
Doador 1
Doador 2
Doador 3
Doador 4
Total
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3.3.2 Espectroscopias nas regides do infravermelho médio e
ultravioleta

Para a leitura do espectro ultravioleta a massa de 10 mg de liofilizado de quatro doadores
distintos foi diluida em 10 mL de &gua 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 absorbancia nas regides de 230 nm e 280 nm, relacionados a presenga de proteinas na
amostra, e 260 nm, relacionado a presenca de moléculas de RNA na amostra. A Tabela inserida
na Figura 6 contém as razdes de absorbancia RNA (260 nm) por proteina (230 nm e 280 nm)

demonstrando um maior predominio do contetido proteico.

UV spectra
4-
A260/A280 Aza230 —— D1
’g D1 07020003 01330003 —— D2
3 D2 0.739 (0.003) 0.15 (0.002) — D3
0]
e D3 0.663 (0.007) 0125 (0.007) D4
©
£ D4 0.76 (0.002) 0.148 (0.003)
@]
?
L
<
0 1 1 1 — 1 ;I_ I_
200 230 260 290 320 350 380
Wavelength

Figura 12 - Espectro ultravioleta dos PRP liofilizados diluidos em agua.

Analises de FTIR foram realizadas para observar as caracteristicas fisico-quimicas dos
liofilizados de PRP obtidos a partir de quatro doadores humanos. A Figura 13 contém o espectro
infravermelho obtido. O perfil fisico-quimico se manteve similar entre os diferentes doadores. Na
regido do espectro de 2000 a 800 cm™ foram observadas diversas bandas em comum aos grupos.
Estas bandas foram identificadas utilizando R integrado com Python. A funcéo spsga foi utilizada
para a suavizagdo dos espectros atraves do método de Savitzky-Golay (polindmio de ordem 2 e
janela de 11 pontos), em seguida a fungdo spmblp foi utilizada para a corre¢do da linha de base.
A média dos valores de absorbancia para os quatro diferentes espectros foi entdo calculada e em
seguida normalizada para valores entre 0 e 1. O espectro foi convertido para um objeto Python
onde o pacote Imfit foi utilizado para o calculo do modelo néo linear das bandas deconvoluidas
utilizando um modelo compostos por funcées de Voigt. Foram encontradas 13 diferentes bandas
(Tabela 6).
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Normalized Absorbance (a.u.)

Wavenumber (cm™)

Donor
- D1
- D2
- D3

Figura 13 - Espectro infravermelho dos liofilizados dos diferentes doadores. Dados apresentados em
absorbancia normalizada entre O e 1.

Tabela 6 Bandas encontradas utilizando deconvolugéo.

Banda Centro Amplitude sigma gamma
(cm™)
v0l 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
vil 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™ é relatada como referente a presenca da fungio
amidas primarias na amostra (N-H dobra). Ja a banda em 1516, 1542, 1573 cm™ se refere a
presenca de amidas secundarias (N-H dobra). O grupamento &cido carboxilico foi observado na
amostra com a presenca de uma banda na regido de 1444 cm™ (O-H dobra). Bandas relativos a
aminas terciarias foram observados em 1242 e 1301 cm™ (Flexdo de N-H acoplada ao
alongamento CN). Foram identificadas bandas em 1035, 1073 e 1105 cm™ relativos ao grupo
PO,*. Bandas em 1396 cm™ e em 1159 cm™ também foram encontradas. Fora desta regio
destacada, ha de se ressaltar a presenca de uma banda presentes entre todos os liofilizados na
regido de 3000 a 2800 cm™, esta relacionada a aldeidos (C-H estiramento) e/ou alcanos (H-C-H

estiramento assimétrico e simétrico).

Normalized Absrbance (u.a.)

1800 1750 700 1850 1600 1500 1450 1400 1350
‘Wavenumber (cm ')

Residuals

Figura 14 - Modelo de bandas deconvoluidas em para o espectro normalizado do PRP. Bandas
deconvoluidas foram representados em vermelho, pontos azuis representam os dados experimentais, a linha
preta contém o modelo da soma das 13 bandas encontradas. Os residuos calculados para cada nimero de
onda foram representados na figura inferior. Linhas tracejadas representam variagdes de + 0,025 (relativo
a um erro de 5%).
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3.3.3 Liberagao de proteinas no meio de cultura

Ao comecarmos a trabalhar com PRP e Liofilizado em ensaios in vitro observamos a
formacdo 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 aspiracdo do meio acarretava a aspiracdo do
gel junto ao tapete celular. Essas complicac@es 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. Ap6s esse periodo
foi observado a formacdo de géis no meio de cultura. A Figura 15 contém um falcon com meio
condicionado com PRP na qual o gel formado foi de caracteristica que o falcon ser invertido o
mesmo ndo 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 fragil que o formado por PRP (Figura 16-a).

v‘ :
i

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 liquido ndo desce.

43



Figura 16 - Géis formados em meio de cultura condicionado por (a) PRP e (b) Liofilizado.

A cinética de liberacdo de proteinas foi avaliada ao longo de 35 dias. Nos dias, 0 (dia da
formacdo do gel), 1, 2, 3, 8 e 35 foi coletado 1 mL do meio condicionado e 0 a concentracao de
proteinas foi avaliada. A Figura 17 mostra que ap6s a formacao do gel (Dia 0) a concentracdo de
proteina encontra-se em um platd em aproximadamente 15 mg/mL. A Tabela 7 contém os valores

medidos da concentracdo de proteinas liberadas no meio de cultura.

Liberagcao de proteinas no meio

N
o
1

-o- (el de plaquetas

—
(3]
1

—
o
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1

Proteinas liberadas (mg/mL)

o

B T T T

Dias

Figura 17- Liberagdo de proteinas em meios de cultura com 10% PRP ao longo de 35 dias. Note que houve
um aumento na concentragéo de proteinas liberadas no inicio, a qual se manteve constante nos periodos
subsequentes.
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Tabela 7 - Concentracdo de proteinas liberadas no meio de cultura condicionado por PRP.

Concentracgéo de

Grupo proteina 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 concentracdo das citocinas 1118 e Tnfa
nos grupos meio condicionado por PRP e Liofilizado, meio alfa-MEM foi utilizado como
controle. O grupo Liofilizado apresentou diferencas significativas nas concentracGes de 111 e
Tnfa quando comparado ao grupo PRP utilizando teste ANOVA (P = 2,76 x 10° para ll1p e P =
3,21 x 10%). A concentragdo de 111p foi de 5,63+ 0,32 pg/mL para o grupo PRP e de 9,23+1,39
pg/mL, teste de miltiplas comparacdes de média retornou um valor de P-ajustado = 4,08 x 107,
O grupo PRP apresentou concentracdo de 39,52+2.29 pg/mL para Tnfo enquanto a concentragio
do grupo Liofilizado verificada foi de 61,78+ 6,19 pg/mL. O teste de multiplas comparacbes de
média retornou um valor de P-ajustado = 9,16 x 10™“. A

Figura 18 traz os gréaficos do ensaio de ELISA.
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Figura 18 - Ensaio de ELISA para as citocinas 111 e Tnfa.

3.3.4 Viabilidade celular

A viabilidade de células pré-osteoblasticas 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. Ap6s
este periodo foi observado a formacgdo de gel nos grupos. O meio de cultura foi entdo coletado,
sendo esta a concentracdo Co. A partir de Co foram realizadas 8 diluicdes seriadas e 0 meio sem
adicdo de PRP/Liofilizado foi considerado controle. Ap6s 24 horas de tratamento nenhuma
concentragao reduziu a viabilidade celular. O meio condicionado em C, teve sua concentragéo de
proteinas medida utilizando método de Lowry. A concentracdo de proteinas em Co 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 graficos de MTT para Co e suas diferentes diluicdes (A) e para os valores de

concentracao de proteinas calculados a partir de Co (B).

Ensaio de MTT Ensaio de MTT
18
N PRP - PRP
PRP - licfilizade 16 PRP - liofilizado
1.4
12
1.0
0.8
0.6+ T T J
LT R GO S 0 5 10 15
FF TSNS & (P{" [1 de proteinas liberadas no meio (mg/mL)
Grupos
Ensaio de MTT Ensaio de MTT
20 2.0
- FRP - PRP
15 PRP - liofilizado 1 'S'Hkk"%\ PRP - liofilizado
1.0 1.04
0.5 0.5
0.0+ T T T T 1 0.0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
[ de proteinas liberadas no meio (mg/mL) [] de proteinas liberadas no meio (mg/mL)

Figura 19- Ensaio de MTT para células MC3T3-E1 submetidas a diferentes concentracfes de PRP e
Liofilizado.
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3.3.5 Expressao geénica relativa

A expressdo génica relativa de diversos biomarcadores foi avaliada para células com o
tratamento de PRP e liofilizado, por 24 horas. Tratamento com meio osteogénico (M.O.) também
foi avaliado, aqui considerado um controle positivo das culturas. Para avaliar a modulacdo 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
(Cdke) e Inibidor da cinase dependente de ciclina 1 (P21). Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

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

Resultados demonstram que Cdk2 ndo apresentou variagd0 nos grupos tratados. A
expressao relativa de Cdk4 apresentou variagdes estatisticas para o teste de ANOVA (P =7,88x10°
%). Foi observada uma reducio da expressdo génica relativa ao compararmos 0s grupos tratados
com o controle e utilizando o teste de Tukey foram observadas diferengas estatisticas (M.O.: P =
3,48x10% PRP: P =6,92x10%; Liofilizado: P = 3,21x10®). Os tratamentos influenciaram
significativamente a expressao relativa de Cdk6 (P = 1,64x10°). Novamente os trés tratamentos
apresentaram reducdo na expressao relativa e diferengas significativas em comparagéo ao controle
(M.O.: P = 3,48x10™; PRP: P = 6,92x10°; Liofilizado: P = 3,21x10®). A express&o relativa de
P21 foi sensivel aos tratamentos (P = 1,34x107?) porém apenas o tratamento com PRP apresentou
uma reducdo significativa ao comparado com o grupo controle (P = 9,78x10®). A Figura 20

contém os graficos para os biomarcadores de ciclo celular.
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Figura 20 - Expressao génica relativa para biomarcadores de viabilidade celular.

Para as mesmas condicOes experimentais foram avaliados biomarcadores relacionados ao
processo de diferenciacdo osteoblastica, o que poderia estar em envolvimento em etapas iniciais
de diferenciacdo. Foram eles: Proteina morfogenética dssea 2 (Bmp2), Fator de transcricdo
relacionado a runt 2 (Runx2), Fator de transcri¢cdo Sp7 também conhecido por Osterix (OTX),
Osteopontina (OPN) e Osteonectina (OTC). A expressdo génica relativa de Bmp2 foi impactada
estatisticamente pelos tratamentos (P = 8,40x10™*), porém apenas o tratamento com o Liofilizado
apresentou diferenca estatistica (P = 1,30x107%). O teste de Tukey detectou também a diferenca
significativa na expressdo génica relativa quando comparados os tratamentos com PRP e
Liofilizado (P = 1,78x10®).

Para Runx2 foi observada diferenga significativa para a expressdo génica relativa
utilizando ANOVA (P = 1,07x10?), porém o teste de Tukey ndo detectou diferencas entre os
tratamentos e o grupo controle (Apenas foram observadas diferencas significativas entre 0s
grupos PRP e Liofilizado com o grupo M.0O.). OTX n&o teve sua expressao relativa impactada

pelos tratamentos (P = 7,17x10?). ANOVA detectou diferenca significativa na expresséo relativa
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de OPN. O grupo tratado com PRP apresentou uma reducéo significativa comparado ao controle
(P =3,83x10°®). Por fim, expresséo relativa de OTC foi modulada pelos tratamentos (P = 2.47x10°
%), porém nenhum grupo apresentou diferenca quando comparado ao controle (Apenas quando
comparados os tratamentos M.O. e Liofilizado). A Figura 21 contém os graficos para 0s
marcadores osteogénicos avaliados neste trabalho.
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Figura 21 - Expressao génica relativa para biomarcadores osteogénicos.

O ultimo conjunto de biomarcadores avaliados foi para inflamacdo. Os biomarcadores
avaliados foram: Receptor de interleucina-1 tipo 1 (l11rl), Interleucina 6 (116), Interleucina 18
(1118), Interleucina 33 (1133), Fator de necrose tumoral alfa (7nfa), Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), Proteina de resposta primaria de diferenciacdo miel6dide (MyD88), Fator de
transcricdo nuclear kff (Nfkb), Oxido nitrico sintase (NNOS) e Proteina 3 contendo os dominios
NACHT, LRR e PYD (NIrp3). A expressdo génica relativa de 111r1 foi modulada negativamente
pelos tratamentos (P = 1,13x10?). Apenas o tratamento com PRP apresentou diferenca
significativa comparado ao controle (P = 7,35x107%). 116 apresentou sua expressdo relativa
modulada negativamente pelos tratamentos (P = 8,09x10°), com os grupos PRP e Liofilizado
apresentando diferencas significativas comparados ao controle (PRP: P = 2,16x10°%; Liofilizado:

P =9,12x10*), e a diferenca ao comparar os grupos PRP e Liofilizado também foi detectada (P
=9,71x10%).

A expressao relativa de 1118 foi modulada negativamente pelos tratamentos (P = 1,77x10

®), com os grupos M.O. e PRP apresentando diferencas significativas comparados ao controle
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(M.O.: P=3,72x10* PRP: P = 1,12x10™). Os grupos PRP e Liofilizado apresentaram diferenca
significativa ao serem comparados (P = 1,75x107%). 1133 teve sua expressdo modulada pelos
tratamentos (P = 1,10x10°), com os trés tratamentos apresentando diferengas estatisticas (M.O.:
P = 6,02x107; PRP: P = 1,88x10®; Liofilizado: P = 8,89%x10°). Tnfa ndo teve sua expressiao
modulada. A expressdo de iNOS foi encontrada modulada pelos tratamentos (P = 1,49x10%),
porém nenhum tratamento apresentou diferenca significativa ao ser comparar ao controle, porém

foi detectada diferenca significativas entre os grupos PRP e Liofilizado (P = 7,85x107).

MyD88 teve sua expressio modulada negativamente pelos tratamentos (P = 3,07x10?),
com o grupo PRP apresentando diferenca significativa (P = 3,29x102). A expressdo de Nfkb foi
modulada negativamente pelos tratamentos (P = 8,90x10®), com os tratamentos com PRP e
Liofilizado apresentando diferencas significativas ao serem comparados com o controle (PRP: P
=6,27x107%; Liofilizado: P = 4,51x10?). nNOS teve sua expressio modulada negativamente pelos
tratamentos (P = 1,39x102). Os tratamentos com PRP e Liofilizado apresentaram diferencas
significativas ao comparados com o grupo controle (PRP: P = 1,55x10?; Liofilizado: P =
2,54x1072).

Por fim, os tratamentos modularam a express&o de NIrp3 negativamente (P = 3,52x10°),
com 0s grupos tratado com PRP e Liofilizado apresentando diferencas significativas ao serem
comparados com o grupo controle (PRP: P = 5,11x10*; Liofilizado: P = 2,20x10°®). A Figura
22 contém os graficos dos biomarcadores do processo inflamatério avaliados neste trabalho. De

um modo geral, pareceu-nos o PRP diminuir respostas inflamatérias em células 6sseas.
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Figura 22 - Expressao génica relativa para biomarcadores da inflamacé&o.

3.4 Discussao

A regeneracdo do tecido ésseo € um dos grandes desafios da medicina e odontologia
atualmente. Neste cenario, o uso de plasma rico em plaquetas vem atraindo atencdo devido ao
fato de plaquetas conterem grandes concentracfes de fatores de crescimento em seus granulos
internos (XIE et al., 2020a); contudo, ndo ha consenso quanto o seu efeito molecular em diferentes
células que compdem o tecido 6sseo. Fatores de crescimento impactam diretamente em diversos
eventos celulares e moleculares, como o processo inflamatério, este sendo cada vez mais
reconhecido como um componente crucial do processo de regeneracdo 6ssea (VISHWAKARMA
et al., 2016; XIE et al., 2020a). Neste capitulo iniciamos a producdo de PRP e seu liofilizado em
nosso laboratorio, iniciamos sua caracterizagéo fisico-quimica e testamos a resposta celular ao

tratamento com estas duas condicoes.

Historicamente diversos métodos para obtengdo de PRP tém sido propostos. Dhurat e
Sukesh realizaram uma revisdo sobre estes e fatores que impactam na obtengdo do PRP
(DHURAT; SUKESH, 2014). Basicamente os métodos se baseiam em duas centrifugacfes com
velocidades distintas: a primeira centrifugacdo tem como objetivo a separagdo das células do

sangue (Células vermelhas, brancas e plaquetas) e a segunda necesséria para concentragdo 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 centrifugacdo é
realizada a 300 x g por 5 minutos, as células vermelhas sdo descartadas, e a segunda centrifugacao
ocorre a 700 x g por 15 minutos. Este método foi considerado o melhor método de preparo pela
reviséo de Dhurat e Sukesh (DHURAT; SUKESH, 2014).

E importante ressaltar que ap6s a primeira centrifugacdo sdo observadas trés fases no
sangue: células vermelhas, “buffy coat” e plasma. As plaquetas estdo, fisicamente, no plasma,
porém proximas 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 hemécias para a segunda centrifugacdo. 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 agregacdo e ativacao plaquetaria (AMABLE et al.,
2013; DHURAT; SUKESH, 2014).

Foram coletados PRP de quatro doadores e em seguida estes foram separados em duas
porcoes de mesmos volumes e uma delas foi liofilizada por 24 horas. A liofilizacdo é uma etapa
gue visa otimizar a padronizacao da producdo e utilizacdo de PRP, além de promover um produto
capaz de ser armazenado por maiores periodos, uma vez que plaquetas sdo extremamente frageis
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
caracteristicas de plaguetas que ndo passaram por este processo (XIE et al., 2020a). Os liofilizados
tiveram massas similares entre os trés tubos de cada doador. Porém com poucos individuos
coletados ndo € possivel afirmar ser uma tendéncia. Os liofilizados foram entdo levados para
analise de FTIR para a caracterizacdo fisico-quimica. Os espectros infravermelhos foram
similares entre todos os doadores, apresentando grupamentos organicos indicando a presenca de

proteinas no material, como aminas primarias, secundarias e terciarias, além do acido carboxilico.

Foi observado também a presenca da banda em 1075 cm™ indicando a presenca de do
grupo fosfato no material. Ishii et al. demonstraram em seu trabalho que o pico de fosfato
(1062~1080 cm™) esta relacionado com a fosforilagdo de proteinas (ISHII et al., 2004). Este
resultado pode indicar que além da presenca de proteinas na amostra do liofilizado, estas podem

estar fosforiladas.

Em seguida comegamos a trabalhar com os efeitos de PRP e de seu liofilizado em cultura
de células. Iniciamos os experimentos realizando a dilui¢do do PRP e liofilizado diretamente no
meio de cultura utilizado no tratamento, porém nos deparamos com a formag&o de gel no meio de
cultura. Este gel, em alguns experimentos colorimétricos (como no MTT por exemplo), envolvia

0 tapete celular e nas etapas de aspiragdo do meio acabava por ser aspirado e levar consigo as
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células, assim acarretando a perda do experimento. O processo de formagdo de géis de PRP é
conhecido como um efeito da ativacdo das plaquetas. Este processo é desejado para diversos
protocolos, sendo induzido com aplicacdo de célcio e trombina (AMABLE et al., 2013;
ESCOBAR et al., 2018; LANG; LOIBL; HERRMANN, 2018). Outros protocolos utilizam
diferentes agonistas como epinefrina, ADP e colageno (DA SILVA et al., 2018). Ao ser ativado
0 PRP comeca 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 composi¢do. Esta concentracdo do meio de
cultura equivale a cerca 9 % da encontrada no método de ativagdo por calcio (20 mM de CaCl,

equivalem a 2,22 g/L).

O resultado encontrado pela dilui¢do do liofilizado em &dgua demonstra uma linearidade
entre a quantidade de massa de liofilizado diluida em 4gua e a concentragéo proteica (R*= 0,832).
Observando individualmente cada doador a linearidade também foi observada, a ndo ser para o
doador 1 que teve um R? baixo. Esse resultado é interessante pois indica que o liofilizado possui
uma composicao altamente proteica. Importante também notar que esses resultados corroboram
com o ensaio de espectroscopia ultravioleta e com os valores de concentracdo de proteina medidos
nos ensaios que tratamos células com liofilizado diluido em meio de cultura. Utilizamos 100 mg
para 10 mL de meio, ou seja, 10 mg/mL e foi medida a concentracdo de 12,51 mg/mL (Ver item

Viabilidade celular).

Por fim avaliamos processos bioldgicos importantes como viabilidade, diferenciacao
osteoblastica e inflamagdo através da expressdao génica relativa. Para avaliacdo da viabilidade
celular foram analisadas as ciclinas Cdk2, Cdk4 e Cdk6 além da inibidora de ciclinas P21. Ciclinas
atuam na regulacdo de processos bioldgicos como divisdo celular, proliferacdo celular, apoptose,
dentre outros. Cdk4 e Cdk6 tiveram sua expressao génica 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 modulagao negativa encontrada tanto na expressdo das ciclinas Cdk4 e Cdk6 quanto no
seu inibidor P21 sugere uma fina modulag&o do ciclo celular, que poderia estar preparando a
célula para um estdgio de diferenciacdo onde o ciclo sofre um freio para expressar genes

envolvidos com o comprometimento do tecido.

O processo osteogénico foi pouco modulado pelos tratamentos em 24 horas. O tratamento
com o liofilizado resultou numa alta da expressdo relativa de Bmp2. Bmp2 é uma proteina
extracelular, membra da familia do fator de crescimento transformador beta (TGFJ), que se liga

em receptores extracelulares ativando uma série de vias de sinalizacéo e processos bioldgicos
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como diferenciacdo celular, migracdo celular, resposta inflamatéria. No tecido dsseo é
relacionada com a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos, proliferacdo de
osteoblastos e ao processo de mineralizacdo.

A expressdo de Bmp2 apresentou diferenca significativa entre os dois tratamentos (PRP -
Liofilizado). OPN teve sua expressao relativa modulada negativamente pelo tratamento com PRP.
OPN é uma proteina constituinte da parte organica da matriz 6ssea atuando em diversos processos
patoldgicos e fisioldgicos como remodelacdo da matriz 6ssea, calcificagdo do tecido, apoptose,
cicatrizacdo, metastase tumoral, dentre outras (DE FUSCO et al., 2017; SINGH et al., 2018). OPN
pode agir como citocina pro-inflamatoria, ajudando na recuperacéo do organismo apdés infeccoes
ou lesdes (DE FUSCO et al., 2017). Runx2, OTC e OTX néo apresentaram diferencas entre 0s
tratamentos. Runx2 e OTX s&o fatores de transcricdo relacionados ao processo inicial de
diferenciacdo de osteoblastica, Enquanto OTC é uma glicoproteina componente da matriz
organica do tecido 6sseo responsavel pela ligacdo de célcio (matriz inorganica) as fibras de
colageno do tipo 1 (DA SILVA et al., 2019a; ROSSET; BRADSHAW, 2016; WANG; LIAO;
CAO, 2016). A expressao desses genes sera novamente verificada em tempos superiores a 24
horas, e mostradas no proximo capitulo. Parece-nos que o PRP liofilizado dispara a via de
sinalizacdo envolvida com a expressdo de Bmp2, que por sua vez podera atuar de modo autécrino
para modular a diferenciacdo dessas células em osteoblastos maduros e comprometidos com o

tecido 6sseo.

Por fim biomarcadores do processo inflamatdrio apresentaram sua expressdo modulada.
Foram avaliadas as express@es relativas das interleucinas 116, 1118 e 1133 além do receptor Il1r.
Estas interleucinas tém atividade pré-inflamatéria e tiveram sua expressdo modulada
negativamente pelos tratamentos com PRP e liofilizado. Para 116 e 1118 houve diferenca
significativa entre os tratamentos. O receptor Il1r apresentou modulacdo negativa de sua
expressao no grupo tratado com PRP. Tnfa, MyD88, Nfkb e NIrp3 participam do complexo
inflamassdmico e tiveram sua expressdo avaliadas (RANJAN; PATHAK, 2016; SHARMA;
KANNEGANTI, 2016; WANG et al., 2017a). Tnfa ndo apresentou diferenca entre os grupos. O
tratamento com PRP diminui a expressdo de MyD88. E as expressdes de Nfkb e NIrp3 foram
moduladas negativamente para ambos os tratamentos. Nfkb é um fator de transcri¢do pleiotropico
gue atua em diversos processos bioldgicos (BAUERNFEIND et al., 2009; LEMMERS et al.,
2007). NIrp3 é um componente do inflamassoma respondendo a processos inflamatérios
decorrentes de patologias (GREBE; HOSS; LATZ, 2018; KELLEY et al., 2019). Por fim, a
expressdo de iNOS e nNOS foram avaliadas, estas sdo proteinas presentes no citosol responsaveis
pela producéo de éxido nitrico (NO) (ZHANG, 2017). NO é uma importante molécula mensageira
em diversos processos bioldgicos como angiogénese, vaso dilatagdo, neurotransmissor, agdo

bactericida e tumoricida, regeneracdo de fraturas, dentre outros. nNOS teve sua expressdo
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modulada negativamente em ambos os tratamentos, ja iINOS ndo apresentou modulagéo quando

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

3.5 Constatacoes

1.

O Liofilizado se mostrou com o mesmo perfil fisico-quimica dentre os diferentes
doadores (humano);

Ensaios in vitro com PRP e Liofilizado requerem a prévia ativacdo das plaquetas para
evitar a formacéo de gel no tapete celular;

Os tratamentos com PRP e Liofilizado ndo apresentaram citotoxicidade in vitro;

O liofilizado de PRP tem composicao altamente proteica;

PRP e Liofilizado modularam a expressdo génica relativa de diversos biomarcadores de
processos bioldgicos;

Liofilizado manteve as propriedades do PRP e estimulou a expressdo significativa de

Bmp2.
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Capitulo 4

Modelo de diferenciacao de células tronco
mesenquimais submetidas ao tratamento com PRP e

Liofilizado em periodos iniciais
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4.1 Resumo do capitulo

Plasma-rico em plaquetas (PRP) vem sendo proposto como alternativa no tratamento de lesdes
6sseas devido ao diverso contetido de biomoléculas ativas como fatores de crescimento, citocinas,
quimiocinas, miRNAs, hormdnios e ions. Multiplos estudos clinicos foram desenvolvidos
demonstrando eficicia do tratamento utilizando PRP, porém ha uma falta de estudos que
demonstrem seu efeito na maquinaria molecular das células durante eventos biol6gicos de
interesse como a diferenciacdo osteoblastica. 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 osteodiferenciacdo. Apds estes periodos
foram coletadas amostras para expressdo génica de marcadores de interesse como diferenciagéo,
adesdo, ciclo celular e receptores tirosina quinase. Analises de componentes principais (PCA) e
de redes de correlacdo foram feitas a partir dos valores de expressao obtidos. Ao todos foram
avaliados 48 genes e através de anova two-way foram obtidos os efeitos do tempo e dos
tratamentos para a expressao. A Figura 23 contém um mapa molecular das vias estudadas.
Marcadores de adesao, proliferacéo e viabilidade foram encontrados modulados pelos tratamentos
com PRP e Liofilizado, com destaque para ciclinas, Src, receptores de FGF e PI3K. Ja os
marcadores da diferenciacdo RUNX2, SP7 e ALP apresentaram menor expressdo que o0 grupo
tratados com meio osteoindutor. Resultados de PCA e da rede de correlacdo 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 proliferacdo celular
decorrente do efeito de PRP e Liofilizado em células tronco mesenquimas, contudo uma

diminuicdo do potencial osteoindutor destes tratamentos nas mesmas.
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Figura 23 — Mapa dos genes avaliados neste capitulo. Elementos graficos foram obtidos no
sitehttps://smart.servier.com/

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Coleta de sangue e obtencao do plasma rico em plaquetas (PRP):
liquido e liofilizado

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

liquido e liofilizado.
4.2.2 Cultura de células

As células tronco mesenquimal obtida de polpa de dente deciduo (MS) foram cultivadas
em meio de cultura especifico, suplementado com soro fetal bovino (10 %), antibidtico e
antimicatico, e mantidas em estufa imida a 37 ° C e 5 % de CO,. Meio osteoindutor foi produzido
suplementado o meio de cultura com 50 pg/ml de fosfato de acido L-ascorbico, 10 mM de B-

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 Unica
alteracéo foi a utilizagcdo de meio DMEM (Vitrocell, Campinas), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1 % antibi6tico e antimicético.

4.2 .4 Viabilidade celular: MTT
Ver item 3.2.4 Viabilidade celular: MTT.
4.2.5 Expressao génica relativa: RT-qPCR

Células MS foram semeadas a 5 x 10* células por mL em placas de 6 pogos. Apds
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®/Cloroférmio/lsopropanol, de acordo com as especificagdes do fabricante. A quantidade
e pureza do RNA extraido foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as
razdes OD 260/280 (> 1,8) ¢ OD 260/230 (> 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
Uniscience). A transcrigdo reversa dos RNAs extraidos, realizada com kit SuperScript First
Strand. As reacOes para o estudo do padrdo de expressdo dos possiveis genes foram realizadas em
triplicata utilizando SYBR Green Master Mix (g-PCR®, Promega) e iniciadores especificos
(Primers) mostrados na tabela 1. Para o calculo da quantidade relativa utilizou-se 0 método limiar
critico comparativo 2724, sendo os resultados expressos como média * desvio padrdo de 3
experimento independentes realizados em duplicata e como 0s controles internos, 0s genes
GAPDH e B-ACTINA.

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

Gene Forward Reverse

IGF1R CAAGCCTGAGCAAGATGATTC GAACTTATTGGCGTTGAGGTATG
(3480)

PDGFR  CAGCTCTGGCCCTCAAAGG CCAGAAAAGCCACGTTGGTG
(5159)

TGFBR2 CTCCTGTGCAGCTTCCCTC CTGCACCGTTGTTGTCAGTG
(7048)

EGFR1 GACAGGCCACCTCGTCG TGCGTGAGCTTGTTACTCGT
(1956)

HGFR CGACAGCTGACTTGCTGAGA CTGGATGGGAGTCCAGGAGA
(c-MET)

(3082)
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Erbb2
(2064)
Erbb3
(2065)
Erbb4
(2066)
GRB2
(2885)
SHC1
(6464)
SOS1
(6654)
BMPR2
(659)
BMPR1B
(658)
VEGFR1
(2321)
VEGFR2
(3791)
FGFR1
(2260)
FGFR2
(2263)
FGFR3
(2261)
FGFR4
(2264)
IL1IR1
(3554)
IL18R
(8809)
ACTB
(60)
GADPH
(2597)
CDK2
(1017)
CDK4
(1019)

CATTGGGACCGGAGAAACCA

CATCGTGAGGGACCGAGATG

GACAGGACTTTGGGTCTGGG

AATGCTTAGCAAACAGCGGC

GAGGTCCAACCAGGCTAAGG

CTCCACGGCTGGTACCTGTG

CATATTAGGCGTGTGCCAAAAA

ATTTGCAGCACAGACGGATATT

CAGGCCCAGTTTCTGCCATT

CCAGCAAAAGCAGGGAGTCTGT

CTGGGTAGCAACGTGGAGTT

GGAAAAGAACGGCAGTAAAT

GGGCTTCTTCCTGTTCATCC

AGATGCTCAAAGACAACGCCT

AATGCACTTCCTAGGCTTTCTG

GACCACAGGATTTAACCATTCAGC

ACAGAGCCTCGCCTTTGC

GACTCATGACCACAGTCCATGC

CTTTGCTGAGATGGTGACTCG

CTCTCTAGCTTGCGGCCTG

AGGGGTGGTATTGTTCAGCG

TGTTGCTCGAGTCCACAGTC

GCAACGTCCACATCCTGAAC

TTAGACGTTCCGGTTCACGG

GGGTCCCATGACTTTGTCGT

TGTCAGCACACATTGCCACT

GCTTGTGCTTGCTGTCGTTC

GACACTGAAAATCTGAGCCTTCT

TTCCAGCTCAGCGTGGTCGTA

TGTCTGTGTCATCGGAGTGATATCC

ACCATGCAGGAGATGAGGAA

GTAGTCTGGGGAAGCTGTAAA

AGGGACACCTGTCGCTTGA

CGCACTTCCACGATCACGTA

GGAACAGGATGTGGTGACAA

AGCAGGACCTAGTGTTGATGATG

GCGGCGATATCATCATCC

AGAGGCAGGGATGATGTTCTG

GCCTCCCAGATTCCTCATGC

GCAGGGATACATCTCGAGGC
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CDK®6
(1021)
AKT1
(207)
PI3K
(5290)
BCL2
(596)
P21
(1026)
P15
(1030)
FAK
(5747)
SRC
(6714)
CFL1
(1072)
ITGB1
(3688)
ERK
(4214)
MKI167
(4288)
RUNX2
(860)
BGLAP
(632)
SP7
(121340)
ALPL
(249)
hsa-miR-
7
hsa-miR-
128
hsa-miR-
361
RAC1
(5879)

CTGCAGGGAAAGAAAAGTGCAA

CAGCGCGGCCCGAAGGAC

ACTCTCAGCAGGCAAAGACC

AAGAGCAGACGGCTGGAAAAAGG

GCTGCCGAAGTCAGTTCCTT

TACAGGAGTCTCCGTTGGC

CCGGGTTCTCTTTGACTGCT

TGGATGTCAGAGAGGGAGACT

ATACTAAACGGAAGGGGCCG

GCCGCGCGGAAAAGATGAA

AACAGGCTCTGGCCCACCCAT

AAGCCCTCCAGCTCCTAGTC

CCGTCCATCCACTCTACCAC

ATGAGAGCCCTCACACTCCTC

CCAGGCAACACTCCTACTCC

CGGGCACCATGAAGGAAA

GTTGGCCTAGTTCTGTGTGGA

GTTGGATTCGGGGCCGTAG

GAGCTTATCAGAATCTCCAGGG

AGGATATAACCTCCAGGGGCA

CAAGACTTCGGGTGCTCTGT

GACGCTACAGCGCTCCTCTC

ATTCAGTTCAATTGCAGAAGGAG

GGGCAAAGAAATGCAAGTGAATG

ATCTGTCATGCTGGTCTGCC

GTGAGAGTGGCAGGGTCTG

AACTGATGCCTTCTTCCGGG

GGCTTGAGGGTTTTGATGGC

GTTGCGTCATAGAGGGCGTA

TGCTGTTCCTTTGCTACGGT

GCAGCGCCTCCCTTGCTAGA

TCCCGAAGCACCACTTCTTCT

ATGAAATGCTTGGGAACTGC

GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC

GCCTTGCCATACACCTTGC

GGCCAGACCAAAGATAGAGTT

GGCAGACTGTGATTTGTTGTCG

AAGCAGCTGAAAAAGAGACCG

GAAGCAAATCAGAATCACACCTG

GCCGAGCACTCCAGGTATTT
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ROCK1 GAAGCTCGAGAGAAGGCTGA TTGTCTGCCTCAAATGCTTG

(6093)

RHOA  AAGGACCAGTTCCCAGAGGT TTCTGGGGTCCACTTTTCTG
(387)

RHOC  GAGAGCTGGCCAAGATGAAG TTGGGGATCTCAGAGAATGG
(389)

CDC42  GCTGGGTGCTAAGAAACTCG CATAAAGCCACTTCCCTCCA
(998)

PXN AACTGGTTGAAGGGTGTTGC AGGTTCAGTGGGTTCACAGG
(5829)

RNU6  CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT
(26826)

4.2.6 Anélise de bioinformatica

Anélise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando os pacotes base e
factoextra do R (KASSAMBARA; MUNDT, 2020). Os genes foram considerados as variaveis e
o0 grupos foram considerados as observacdes. Correlacdo entre os valores de expressdo génica
relativa foram calculadas utilizando o pacote corrr do R (KUHN; JACKSON; CIMENTADA,
2020). As analises de rede de correlagdo foram realizadas com o pacote igraph do R e com o
programa Cytoscape (SHANNON, 2003). O aplicativo MCODE do Cytoscape foi utilizado para
a deteccdo de cluster na rede (BADER; HOGUE, 2003). O Banco de Dados para Anotacéo,
Visualizacdo e Descoberta Integrada (DAVID, https://david.ncifcrf.gov/) foi escolhido para
realizar a analise de ontologias génicas com Gene Ontology, e vias de sinalizacdo com KEGG
Pathways (BLAKE et al., 2015; KANEHISA et al., 2017).

4.2.7 Analise dos dados

Gréficos e testes estatisticos foram realizados nos programas Graphpad Prism7 e no
ambiente R com pacotes base e tidyverse. Diferencas significativas entre os grupos estudados
foram verificadas empregando-se a anélise de variancia (ANOVA). Nos casos em que a diferenga
estatistica foi significativa, o teste de Tukey foi utilizado para testar as diferencas minimas

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

4.3 Resultados
4.3.1 Viabilidade celular

No capitulo 3, relatamos a formacao de géis referentes a ativacdo plaquetaria para os

grupos com maiores concentragdes de PRP ou liofilizado no pogo 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 diluidos 100 mg de PRP
liofilizado em 10 mL de meio para o grupo liofilizado. Devido ao meio de cultura conter CaCl;
(Em meio DMEM, por exemplo, a concentracdo de CaCl; é de 1,80 mM) observamos a ativacao
e gelificacdo sem nenhum aditivo. Em nosso protocolo deixavamos em estufa a 37° e 5 % de CO,
por 24 para a total ativacdo das plaquetas. Porém em um de nossos ensaios ndo foi observada a
gelificagdo por somente 0 meio de cultura. E ao realizarmos a etapa do tratamento no ensaio de
MTT houve formacdo de géis em pocos da placa de 96, prejudicando o ensaio. Para contornar

esse problema adicionamos uma etapa de ativacao das plaquetas com CaCl, 20 mM.

Desta forma foram observados géis nos grupos PRP e liofilizado e o ensaio de MTT
prosseguiu normalmente. A concentracdo inicial (Co) de proteina foi determinada utilizando
ensaio de Lowry. O meio condicionado com PRP teve Co igual a 10,72 mg/mL e o condicionado
com liofilizado teve Co igual a 13,01 mg/mL. Em seguida foi realizada uma diluig&o seriada de
ambos 0s grupos, totalizando 9 concentragdes distintas, além do grupo controle. A Figura 24
contém o grafico da viabilidade celular, em % do controle (células sem tratamento), de células
MS submetidas ao tratamento com PRP ou liofilizado por 24 horas, nela é possivel observarmos

gue ndo hé citoxicidade em nenhuma das concentracGes analisadas.

Ensaio de MTT
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-o- Liofilizado

-
5]

Viabilidade celular
(% do controle)
o -
AT«

o
o

50 100

o
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Figura 24 -MTT de células MS submetidas a PRP e Liofilizado.
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4.3.2 Expressao geénica 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
plaguetas (PRP) ou o Liofilizado de PRP (Liof). Meio Osteoindutor (MO) foi utilizado como um
controle positivo do processo de diferenciacdo osteogénica. Foram avaliados genes referentes a
processos bioldgicos de interesse, como diferenciacdo osteoblastica (ou osteogénese), viabilidade
celular, proliferacdo celular, adesao celular, receptores do tipo tirosina quinase (ou RTKSs) além
de miRNA’s de interesse no processo. A lista completa de primers utilizados se encontra na secdo
de materiais e métodos. As amostras de RNA foram coletadas em 24 horas e 7 dias, e a analise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA de fatores (Two way), sendo estes tratamento e tempo,
e o teste de Tukey foi utilizado para calcular as multiplas comparac@es. Significancias estatisticas
das comparacGes mdaltiplas foram representadas da seguinte forma: * representa diferenca
significativa para o grupo controle, # representa diferenca significativa para o grupo MO e &
representa diferenca significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais
representam diferenga significativa entre os periodos avaliados, sendo representados apenas
comparagOes entre 0s mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferengas

significativas foi menor que 0,05.

O primeiro conjunto de genes avaliados foi focado no processo de diferenciacéo
osteobléastica e utilizou para isso os genes fosfatase alcalina (ALPL), osteocalcina (BGLAP),
fator de transcricdo relacionada ao fator Runt 2 (RUNX2) e osterix (SP7). Para a expressdo de
ALPL ambos os fatores (Tempo: P = 3,35 x 10/ Tratamento: P = 7,35 x 10*%), bem como sua
interacdo (P = 5,20 x 10™), foram considerados significativos. MO apresentou diferenca entre 0s
tempos de 24 h e 7 dias (P = 4,10 x 10™%?). Em 7 dias, MO apresentou diferenca para o grupo
controle (P = 6,30 x 10™?) e para os grupos PRP (P = 1,25 x 10™!) e Liof (2,26 x 10%).

BGLAP teve sua expressdo modulada pelos tratamentos e sua interagdo (Tempo: P =
2,05 x 10%Tratamento: P = 2,12 x 10®%/Interagdo: P = 3,09 x 10®). A expressio relativa dos
grupos MO e PRP foi aumentada entre os tempos 24 h e 7 dias (MO: P = 2,66 x 10°%/PRP: P =
1,87 x 10°%). Em 7 dias, MO e PRP apresentaram diferencas ao grupo controle (MO: P = 9,11 x
10®/PRP: P = 3,52 x 107), a expressdo entre PRP e Liof apresentaram diferencas ao grupo MO,
sendo PRP aumentada e Liof diminuida (PRP: P = 6,24 x 107/Liof: P = 1,21 x 10®), 0s grupos

PRP e Liof tiveram diferencas entre suas expressdes (P = 1,21 x 10°).

RUNX2 teve sua expressédo relativa modulada pelos fatores estudados e sua interagdo
(Tempo: P = 3,14 x 10*/Tratamento: P = 5 x 10**/Interacdo: P = 2,9 x 10"**). Em 24 h, grupos
PRP e Liof apresentaram diferencas significativas com o grupo controle (PRP: P = 1,54 x 10
*/Liof: P = 2,20 x 10®) e 0 grupo PRP apresentou diferengas com o grupo MO (P = 3,31 x 107?).
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Entre 24 h e 7 dias o grupo MO apresentou um aumento significativo (P = 2,80 x 10%). Em 7
dias, grupos MO, PRP e Liof apresentaram diferencas para o grupo controle (MO: P = 3,6 x 10°
1/ PRP: P = 5,47 x 10°%/ Liof: P = 4,41 x 10*). Grupos PRP e Liof apresentaram diferencas com
0 grupo MO (PRP: P = 2,60 x 10/ Liof: P = 2,70 x 10™%), mas n&o entre si.

SP7 teve sua expressdo relativa modulada pelo tempo (P = 7,28 x 10™*) e diferentes
tratamentos (P = 2,85 x 10°°), bem como sua interacio (P = 2,85 x 10°). No periodo de 24 ha 7
dias os grupos MO (P = 5,35 x 10™), PRP (P = 4,40 x 10%) e Liof (P = 2,09 x 10®) tiveram sua
expressdo modulada positivamente. Em 7 dias, grupos MO (P = 1,03 x 10™°) e Liof (P = 2,62 x
10*) tiveram diferenca significativa comparados ao grupo controle. Os tratamentos com PRP
(4,62 x 10" e Liof (5,95 x 10%®), comparados ao grupo MO, apresentaram diferenca
significativa. Também foi observada diferenca significativa na compara entre os tratamentos com

PRP e Liof (P = 6,13 x 10°®). A Figura 25 contém os graficos dos genes osteogénicos.
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Figura 25 - Expressdo génica relativa de marcadores da osteogénese 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 diferencas estatisticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de
multiplacomparacdo de Tukey. Significancias estatisticas das compara¢des multiplas foram representadas
da seguinte forma: * representa diferenca significativa para o grupo controle, # representa diferenca
significativa para o grupo MO e & representa diferenca significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos
de reta horizontais representam diferenca significativa entre os periodos avaliados, sendo representados
apenas comparag@es entre 0s mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferengas significativas
foi menor que 0,05.

Em seguida foram avaliados um conjunto de genes relacionados a sobrevivéncia e
viabilidade celulares. AKT Serina/Treonina quinase 1 (AKT1), BCL2 Apoptosis Regulator
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(BCL2), Proteina mitogénica-ativada 3 (MAPK3) e Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase
subunidade catalitica alfa (P13K), foram os genes avaliados:

AKT1 teve modulagdo na expressao relativa para os fatores avaliados. (Tempo: P = 6,40
x 10*% Tratamento: P = 1,94 x 10"/ Interagdo: P = 2,37 x 10™**). Observou-se uma modulagio
positiva na expressdo dos grupos MO (P = 2,98 x 10®), PRP (P = 2,55 x 10?) e Liof (7,00 x 10°
1%) na comparagéo dos periodos 24 h e 7 dias. J4 em 7 dias, MO (P = 4,42 x 10°%), PRP (P = 5,21
x 10™) e Liof (P = 6,00 x 10™**) apresentaram diferencas em relacdo ao grupo controle. O grupo
Liof apresentou diferencas quando comparado aos grupos MO (P = 1,38 x 10™) e PRP (P = 2,90
x 10™M).

A expressao de BCL2 nédo apresentou modulagdo pelo fator tempo, porém para o fator
tratamento e a interagéo entre os fatores foi observada diferenca (Tratamento: P = 2,03 x 10/
Interagdo: P = 1,47 x 10™*). Em 24 h, os grupos PRP e Liof apresentaram modulag&o positiva
com os grupos controle (PRP: P = 1,72 x 10?%/ Liof: P = 3,16 x 10“) e MO (PRP: P = 1,54 x 10°
%/ Liof: P = 3,56 x 10°®%). Na comparag#o entres os periodos de 24 h e 7 dias, apenas o grupo Liof
teve modulacio em sua expressdo (P = 2,07 x 10®), nesse caso negativa. Ja em 7 dias, foi

observada diferenca entre os grupos MO e controle (P = 1,05 x 10?).

Ambos os fatores, bem como sua interacdo, modularam a expressdo relativa de MAPK3
(Tempo: P = 7,10 x 10®% Tratamento: P = 8,68 x 10 Interacdo: P = 5,05 x 10%). Na
comparacio entre os periodos de 24 h e 7 dias, as expressdes dos grupos MO (P = 3,20 x 10°) e
PRP (P = 3,87 x 102) foram encontradas positivamente reguladas. Em 7 dias, MO apresentou
diferenca quando comparado ao controle (P = 1,84 x 10°®). Ja os tratamentos com PRP e Liof
apresentaram diferencas com o grupo MO (PRP: P = 1,95 x 107/Liof: P = 3,40 x 10), e entre si
(P =4,55x10%?).

Por fim, a expresséo de PI3K foi modulada pelos fatores e sua interacdo (Tempo: P =
2,21 x 10"/ Tratamento: P = 2,14 x 108/ Interac&o: P =1,61 x 10®). Ao comparar os periodos
de 24 h e 7 dias, todos 0s grupos tratados tiveram sua expressdo modulada positivamente (MO:
P = 4,49 x 10%/ PRP: P = 1,89 x 10" Liof: P = 5,49 x 10®). Em 7 dias todos os tratamentos
apresentaram diferenca significativa com o grupo controle (MO: P = 4,75 x 10°/ PRP: P = 1,61
x 1079 Liof: P = 9,39 x 10®), PRP teve um aumento na expressio ao comparar com MO (P =
4,03 x 107) e foi observada uma diferenca entre PRP e Liof (P = 1,61 x 10°). A Figura 26

contém os graficos dos genes avaliados para o processo de viabilidade celular.
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Figura 26 - Expressao génica 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),
MAPKS3 (c) e PI3K (d). As diferencas estatisticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de
multiplacomparacdo de Tukey. Significancias estatisticas das comparagdes multiplas foram representadas
da seguinte forma: * representa diferenca significativa para o grupo controle, # representa diferenca
significativa para o grupo MO e & representa diferenca significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos
de reta horizontais representam diferenca significativa entre os periodos avaliados, sendo representados
apenas comparag@es entre 0s mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferengas significativas
foi menor que 0,05.

O proximo conjunto de genes avaliados foi relacionado a proliferacdo celular. Os genes
estudados foram: Quinase dependente de ciclina 2 (CDK?2), Quinase dependente de ciclina 4
(CDKA4), Quinase dependente de ciclina 6 (CDK®6), Marcador de proliferacdo KI-67 (MKI167),
Inibidor de quinase dependende de ciclica 2B (CDKN2B ou P15) e Inibidor de quinase
dependende de ciclica 1A (CDKN1A ou P21).

A expressdo relativa de CDK2 foi modulada por ambos os fatores e sua interacéo
(Tempo: P = 1,00 x 10"/ Tratamento: P = 2,68 x 10"/ Interagdo: P = 2,26 x 10"%). Ao
compararmos os periodos 24 h e 7 dias, todos os tratamentos apresentaram modulagdo positiva
na expressdo génica (MO: P = 3,84 x 10/ PRP: P = 3,00 x 10/ Liof: P = 1,29 x 10°). Em 7
dias foram observadas modulagdes positivas para todos os tratamentos em comparagao ao grupo
controle (MO: P = 5,94 x 10° PRP: P = 3,10 x 10/ Liof: P = 3,34 x 10®). Também foi
observada diferenca entre os grupos PRP e Liof (P =1,81 x 10™).
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Ambos os fatores e sua interacdo modularam a expresséo de CDK4 (Tempo: P = 1,03 x
10" Tratamento: P = 4,84 x 10 Interacgdo: P = 1,28 x 10°®). Entre 24 h e 7 dias todos 0s
grupos tratados tiveram sua expressdo aumentada de modo significativo (MO: P = 7,67 x 10/
PRP: P = 5,89 x 10®% Liof: P = 2,69 x 107). Todos os tratamentos apresentaram expressao
diferencial comparados ao grupo controle em 7 dias (MO: P =2,32 x 10*/ PRP: P = 1,16 x 107"/
Liof: P = 6,88 x 10”). Foi observada também a diferenca na expresséo entre os grupos PRP (P =
2,55 x 10°®) e Liof (P = 3,46 x 102) e 0 grupo MO.

CDKG6 teve sua expressdo modulada por ambos os tratamentos e sua interagdo (Tempo:
P = 4,88 x 10 Tratamento: P = 1,50 x 10™%/ Interacdo: P = 4,41 x 10®). Comparando 0s
periodos de 24 h e 7 dias (MO: P = 6,77 x 107/ PRP: P = 3,58 x 10/ Liof: P = 1,35 x 10). Ja
em 7 dias, foi observado que os grupos MO (P = 9,96 x 107), PRP (P = 3,78 x 10™) e Liof (P =
3,82 x 10°®) apresentaram diferencas significativas em comparagdo com o grupo controle, PRP
apresentou diferenca com MO (P = 1,01 x 10°°) e com Liof (P = 2,87 x 107).

A expressdo de MKI67 apresentou diferenca significativa em resposta a ambos os
tratamentos e sua interagdo (Tempo: P = 1,38 x 10/ Tratamento: P = 9,63 x 10°%/ Interag&o: P
= 5,65 x 10°). A comparacio entre 24 h e 7 dias apresentou modulac&o positiva na expressio
génica em todos os grupos tratados (MO: P = 2,71 x 10°/ PRP: P = 1,88 x 10%/ Liof: P = 3,36 x
107). Grupos MO (P = 3,39 x 10°®), PRP (P = 1,96 x 10°®) e Liof (P = 5,40 x 10°) apresentaram
diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle. MO apresentou diferencas em
comparacio aos grupos PRP (P = 9,10 x 10®) e Liof (P =1,56 x 10°®).

A expressdo relativa de P15 foi modulada por ambos os fatores (Tempo: P = 4,77 x 10°
8 Tratamento: P = 1,25 x 10"/ Interac&o: P = 2,36 x 107). Os grupos tratados apresentaram
modulagio positiva na comparacio do periodo de 24 h com 7 dias (MO: P = 2,01 x 10% PRP: P
= 4,33 x 10" Liof: P = 8,85 x 10®). Em 7 dias, foram observadas diferencas na expressao entre
todos os grupos tratados ao comparamos com o controle (MO: P = 1,86 x 105/ PRP: P = 1,17 x
10°°/ Liof: P = 4,00 x 107), e diferencas entre o grupo PRP com os grupos MO (P = 2,73 x 10
e Liof (P =9,85 x 10).

Por ultimo, foram observadas modulagdes na expressdo relativa de P21 causadas pelo
fator tempo (P = 6,71x 107'°), fator tratamento (P = 4,33 x 10) e sua interacdo (P = 1,34 x 10°®).
Comparando os periodos 24 h e 7 dias, foi observada aumento na expressado génica entre todos 0s
grupos tratados (MO: P = 2,10 x 10/ PRP: P = 1,95 x 10°®/ Liof: P = 1,06 x 10®). Em 7 dias, 0s
grupos MO (P = 5,21 x 10®), PRP (P = 5,76 x 10®) e Liof (P = 2,31 x 10%) apresentaram
modulagdo positiva em comparacdo ao controle. O grupo PRP apresentou diferenca significativa
quando comparado aos grupos MO (P = 4,40 x 10%) e Liof (P = 1,27 x 10®). A Figura 27 contém

os graficos de expressdo génica relativa dos genes relacionados a proliferacéo celular.
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Figura 27 - Expressdo génica relativa de marcadores de proliferagdo 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 diferencas estatisticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e
o0 teste de multiplacomparacdo de Tukey. Significancias estatisticas das comparacdes multiplas foram
representadas da seguinte forma: * representa diferenca significativa para o grupo controle, # representa
diferenca significativa para o grupo MO e & representa diferenca significativa entre os grupos PRP e Liof.
Segmentos de reta horizontais representam diferenca significativa entre os periodos avaliados, sendo
representados apenas comparagdes entre 0s mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferencas
significativas foi menor que 0,05.

Na sequéncia, avaliamos um conjunto de genes relacionados a adesdo celular, sendo estes:
Integrina subunidade beta 1 (ITGBL1), Proteina tirosina quinase de adesdo focal (FAK ou
PTK?2), Proteina tirosina quinase SRC (SRC), Cofilina 1 (CFL1), Paxilina (PXN), Rac GTPase
1 (RAC1), Proteina efetora pequena CDC 42 (CDC42), Proteina transformadora RhoA
(RHOA), Proteina de ligacdo a GTP relacionada a Rho (RHOC) e Proteina quinase 1 associada
a Rho (ROCKJ1):

ITGBL1 teve sua expressao relativa modulada pelo ambos os fatores (Tempo: P = 1,34 x
10*/ Tratamento: P = 1,35 x 10°®) bem como sua interag&o (P = 8,08 x 107). Na comparagéo de
24 h e 7 dias o grupo MO apresentou uma modulagio positiva (P = 2,43 x 10”). Em 7 dias foram
observadas diferencas entre o grupo MO com os demais grupos (Controle: P = 1,38 x 10/ PRP:
P =1,05x 107/ Liof: P = 2,00 x 107).

A expressdo de PTK2 néo foi modulada pelos tratamentos, porém tempo (P = 3,14 x 10°
) e a interagdo dos fatores (P = 2,56 x 107) causaram diferencas no padrdo de expressdo. Foi
observada diferenca apenas na comparacéo dos periodos de 24 h e 7 dias no grupo PRP (P = 5,36
x 107%). Ambos os tratamentos (Tempo: P = 2,12 x 10"/ Tratamento: P = 1,51 x 10%) e sua
interacdo (P = 4,88 x 10 modularam a expressdo de SRC. Todos os grupos tratados
apresentaram modulagdo positiva na comparacio entre 24 h e 7 dias (MO: P = 1,45 x 10/ PRP:

P = 6,87 x 10%/ Liof: P = 6,82 x 10™). Em 7 dias foram observadas diferengas entre 0s grupos
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tratados e o controle (MO: P = 3,99 x 10/ PRP: P = 1,38 x 107/ Liof: P = 3,51 x 10°®), grupos
MO (P =1,88 x 10°) e Liof (P = 2,21 x 10™*) apresentaram diferencas significativas na expressdo
comparados a PRP.

CFL1 teve modulada sua expressdo génica relativa por ambos os fatores e sua interacao
(Tempo: P = 2,13 x 10®/ Tratamento: P = 5,12 x 10?/ Interagéo: P = 2,83 x 10*). Comparados
os periodos de24 h e 7 dias, os grupos MO (P = 4,33 x 10%), PRP (P = 1,63 x 10®) e Liof (P =
1,68 x 10*) apresentaram modulagdo positiva significativa. Todos os demais grupos tiveram
diferenca significativa observada em comparacdo ao grupo controle em 7 dias (MO: P = 2,57 x
10*/ PRP: P = 9,19 x 10/ Liof: P = 1,89 x 10%%).

A expressdo de PXN foi modulada com efeito do tempo (P = 1,98 x 107°) e da interagio
entre os fatores (P = 9,28 x 10°®), porém o tratamento ndo teve efeito detectado. Em 24 h foi
observada diferenca significativa no padrdo de expresséo entre MO e o0s grupos PRP (P = 3,72 x
10?) e Liof (9,92 x 10™), que também apresentou diferencas com o grupo controle (P = 1,56 x
10%). Entre os periodos e 24 h e 7 dias PRP (P = 1,71 x 10°®) e Liof (P = 7,77 x 10°®) tiveram sua
expresséao reduzidas significativamente. Em 7 dias Liof apresentou diferencas significativas em

comparacio aos grupos controle (P = 7,35 x 10) e MO (P = 1,37 x 10?).

RACL teve sua expressdao modulada por ambos os fatores e sua interacdo (Tempo: P =
2,15 x 10" Tratamento: P = 2,15 x 10%/ Interagdo: P = 2,97 x 10%). MO teve um aumento na
expressdo na comparagao entre os periodos de 24 h e 7 dias (P = 7,87 x 107). Em 7 dias PRP (P
=6,20 x 107) e Liof (P = 3,03 x 107) apresentaram diferencas significativas em relagio ao grupo
MO. O grupo MO também teve diferenca observada em relagdo ao grupo controle (4,46 x 107).
Ambos os fatores e sua interacdo causaram efeitos na expressdo de RHOA (Tempo: P = 5,20 x
1073/ Tratamento: P = 4,82 x 107/ Interacéo: P = 5,40 x 10"?). Em 24 h MO (P = 1,47 x 10®)
e PRP (P = 5,70 x 10°®) apresentaram diferencas em comparagio ao grupo controle. O grupo MO
também apresentou diferencas em relagdo aos grupos PRP (P = 2,23 x 10™) e Liof (P = 1,19 x
10%). Também foi detectada diferencas entre os grupos PRP e Liof (P = 1,63 x 10®). Na
comparacao entre os periodos 24 h e 7 dias todos os grupos tratados apresentaram modulacdo na
expressdo com MO aumentando (P = 1,98 x 10®) e PRP (P = 3,08 x 10™%) e Liof (P = 5,70 x 10°
%) diminuindo. Em 7 dias os demais grupos apresentaram diferencas significativas em relagio ao
grupo controle (MO: P = 1,40 x 10/ PRP: P = 5,54 x 10/ Liof: P = 1,65 x 10®°). MO também
apresentou diferencas significativas em relagio aos grupos PRP (P = 2,97 x 10°®) e Liof (P =1,30
x 107%).

A expressdo relativa de RHOC foi modulada por efeito de ambos os fatores e sua
interagdo (Tempo: P = 1,00 x 10"/ Tratamento: P = 1,00 x 10"**/ Interac&o: P = 1,00 x 10™*).

Em 24 h todos os grupos tratados apresentaram diferengas com o grupo controle (MO: P = 1,39
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x 10/ PRP: P = 3,37 x 10/ Liof: P = 3,52 x 10°%). Os grupos MO (P = 2,60 x 10"%) e PRP (P
= 1,31 x 10?) tiveram sua expressdo aumentada na comparagdo entre 24 h e 7 dias. Em 7 dias
MO apresentou diferencas significativas em comparacdo aos demais grupos (Controle: P = 2,60
x 10"/ PRP: P = 2,60 x 10"/ Liof: P = 2,60 x 10™**). Também foi observada diferencas entre o
grupo Liof e os grupos controle (P = 1,60 x 10“) e PRP (P = 3,46 x 10°®).

ROCKT1 teve sua expressdo modulada pelos fatores avaliados e sua interagdo (Tempo: P
= 1,74 x 10 Tratamento: P = 6,92 x 10°%/ Interagdo: P = 1,38 x 10*). Na comparacdo dos
periodos de 24 h e 7 dias o grupo MO apresentou um aumento na expressao génica relativa (P =
3,86 x 10®). Ja em 7 dias foi observada diferenca em o grupo MO e os demais (Controle: P =
3,65 x 10/ PRP: P = 9,64 x 10/ Liof: P = 4,80 x 10°).

Finalmente, o tratamento foi o Unico fator que modulou a expressédo de CDC42 (P = 3,71
x 107). O grupo Liof apresentou diferencas na expressio com os demais grupos em 24 h
(Controle: P = 3,64 x 10/ MO: P = 1,20 x 10*/ PRP: P = 2,79 x 10°®) e 7 dias (Controle: P =
5,62 x 10/ MO: P = 3,85 x 10*/ PRP: P = 7,17 x 10"®). A Figura 28 contém os graficos para 0s

genes de adesdo celular analisados.
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Figura 28 - Expressdo génica relativa de marcadores da adesdo celular em células MS submetidas ao
tratamento com PRP ou Liofilizado durante 24 horas e 7 dias. Foram avaliados ITGBL1 (a), PTK2 (b), SRC
(c), CFL1 (d), PXN (e), RAC1 (f), RHOA (g), RHOC (h), ROCK1 (i) e CDC42 (j). As diferencas
estatisticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o0 teste de multiplacomparacdo de Tukey.
Significancias estatisticas das comparagGes multiplas foram representadas da seguinte forma: * representa
diferenca significativa para o grupo controle, # representa diferenca significativa para o grupo MO e &
representa diferenca significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais representam
diferenca significativa entre os periodos avaliados, sendo representados apenas comparacdes entre 0s
mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferencas significativas foi menor que 0,05.

Foi observada na sequéncia a expresséo 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 proteina morfogénica 6ssea do tipo 1
(BMPR1), Receptor da proteina morfogénica dssea do tipo 2 (BMPR2), Receptor tirosina
guinase proto-oncogene MET (HGFR ou c-MET), Receptor de fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGFR1), Receptor de interleucina 1 do tipo 1 (111R1), 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 dominio de insercao de quinase
(VEGFR2 ou KDR).

BMPR1 teve sua expressdo modulada por ambos os fatores, bem como sua interacdo
(Tempo: P = 1,32 x 10°% Tratamento: P = 3,28 x 10/ Interacéo: P = 3,31 x 10*). O grupo MO
apresentou aumento na expressio na comparacao dos periodos 24 h e 7 dias (P = 7,61 x 10°). Em
7 dias foram observadas diferencas significativas em o grupo MO e os demais (Controle: P =
9,62 x 10°/ PRP: P = 1,80 x 10°%/ Liof: P = 1,20 x 10°%).

A expressdo de BMPR2 foi modulada por todos os fatores avaliados (Tempo: P = 1,56
x 10/ Tratamento: P = 8,99 x 107/ Interac&o: P = 4,80 x 10°®). Foi observada um aumento na
expressdo de MO entre os periodos de 24 ha 7 dias (P = 7,74 x 107). Jaem 7 dias, MO apresentou
diferencas com os demais grupos analisados (Controle: P = 5,67 x 107/ PRP: P = 9,72 x 10/
Liof: P =1,56 x 10®). Foi observada também uma diferenca no perfil dos grupos PRP e Liof (P
= 4,11 x 107?).

odos os fatores modularam a expressdo de HGFR (Tempo: P = 4,81 x 107/ Tratamento:
P = 5,90 x 10% Interagdo: P = 1,35 x 10®). Em 24 h o grupo PRP apresentou diferencas
significativas com os demais (Controle: P = 1,76 x 10%/ MO: P = 9,64 x 10®/ Liof: P = 4,56 x
10%). O grupo Liof apresentou um aumento na expressao entre os periodos 24 h e 7 dias (P = 4,05
x 10*). Em 7 dias os grupos PRP e Liof apresentaram diferencas para os grupos controle (PRP:
P =4,97 x 10/ Liof: P = 1,15 x 10*) e MO (PRP: P = 5,07 x 10°°/ Liof: P = 1,18 x 10™).
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IGFR1 teve sua expressdo impactada por ambos os fatores analisadas e sua interagdo
(Tempo: P = 1,86 x 10°/ Tratamento: P = 3,51 x 10"/ Interagdo: P = 1,87 x 10°). Em 24 h o
grupo PRP apresentou diferenca para os demais avaliados (Controle: P = 9,62 x 10% MO: P =
1,32 x 10/ Liof: P = 3,67 x 10°®). Entre os periodos de 24 h e 7 dias os grupos PRP (P = 3,08 x
10°) e Liof (P = 4,67 x 107) apresentaram reducdo no perfil de expressio relativa.

IL1IR1 apresentou modulacfes na expressdo detectadas para os fatores estudados
(Tempo: P = 1,98 x 10/ Tratamento: P = 3,96 x 10°%/ Interac&o: P = 3,89 x 107). Entre 24 e 7
dias, grupos MO (P = 7,48 x 10%), PRP (P = 1,81 x 10®) e Liof (P = 8,06 x 10°®). Em 7 dias foi
observada diferencas significativas em o grupo PRP e os demais (Controle: P = 6,53x 10/ MO:
P = 2,39 x 10 Liof: P = 2,10 x 10®). Grupos MO (P = 1,34x 10?) e Liof (P = 1,55x 107?)

também apresentam diferencas em relacdo ao grupo controle.

Os fatores analisados e sua interacdo apresentaram efeitos significativos na expressao
relativa de IL18R1 (Tempo: P = 1,00 x 10"/ Tratamento: P = 3,40 x 10/ Interag&o: P = 2,40
x 10"*). Entre 24 h e 7 dias os grupos MO (P = 2,70 x 10™*), e PRP (P = 3,22 x 10" tiveram
aumento na sua expressdo relativa. Em 7 dias o grupo PRP apresentou diferencas significativas
em relagdo a todos os grupos (Controle: P = 3,66x 10/ MO: P = 7,05 x 10™*Y/ Liof: P = 6,91 x
10%°). Foi observada também a diferenca entre MO e os grupo controle (P = 2,70 x 10"**) e Liof
(P=2,70 x 10™%).

PDGFRB teve sua expressao relativa afetada pelos fatores analisados (Tempo: P = 3,62
x 107/ Tratamento: P = 1,11 x 10/ Interac&o: P = 1,26 x 10°). MO (P = 4,19 x 10°°) e PRP
(P = 4,73 x 10°°) tiveram sua expressdo aumentada ao compararmos os periodos 24 h e 7 dias. Em
7 dias os grupos MO (P = 5,15 x 10°°) e PRP (6,25 x 10°®) tiveram detectadas diferencas no perfil
de expressdo relativa comparados ao grupo controle. Também foi detectada a diferenca
significativa de Liof em relacdo aos grupos MO (P = 7,83 x 10°) e PRP (P = 9,15 x 10'®).

Ambos os fatores estudados modularam a expressdo relativa de TGFBR1(Tempo: P =
4,64 x 10/ Tratamento: P = 8,70 x 10/ Interac&o: P = 4,29 x 10*). Grupos PRP (P = 2,38 x
10%) e Liof (P = 5,21 x 107) tiveram aumento na expressdo entre 24 h e 7 dias. Em 7 dias os
grupos PRP e Liof tiveram diferencas detectadas em comparagdo aos grupos controle (PRP: P=
1,92 x 10%/ Liof: P = 1,19 x 10*) e MO (PRP: P=4,70 x 10%/ Liof: P = 2,77 x 10™).

A expressdo de VEGFR1 foi modulada pelo efeito do tratamento (P = 1,33 x 10®°) e da
interagdo dos fatores (P = 1,71 x 10°®), porém o tempo n&o teve detectada a significancia. MO
teve sua expressio aumentada entre os periodos de 24 h a 7 dias (P = 7,30 x 10®°). Em 7 dias foi
observado que o grupo MO apresentou diferencas significativas para 0s demais grupos
(Controle: P =9,03 x 10°/ MO: P = 1,12 x 10°/ Liof: P = 5,02 x 10°®).
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Por fim, VEGFR2 teve sua expressdo relativa modulada por ambos os fatores e sua
interacdo (Tempo: P = 6,21 x 10"/ Tratamento: P = 1,54 x 10/ Interagéo: P = 2,86 x 107).
Entre 24 h e 7 dias os grupos MO (P = 4,14 x 10™), PRP (6,39 x 10™) e Liof (1,03 x 107®) tiveram
sua expressdo aumentada. Em 7 dias o grupo MO apresentou diferengas significativas para 0s
demais (Controle: P =5,42x 10/ PRP: P = 2,02 x 10/ Liof: P = 2,15 x 10°®). Grupos PRP (P
=1,97 x 10?) e Liof (P = 1,74 x 10°?) tiveram detectadas diferencas em relag&o ao grupo controle.
A Figura 29 contém os graficos para os receptores de tirosina quinase estudados.
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Figura 29 - Expressdo génica 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), VEGFRL1 (i) e VEGFR2 (j). As
diferencas estatisticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de multiplacomparacéo de
Tukey. Significancias estatisticas das compara¢@es mdltiplas foram representadas da seguinte forma: *
representa diferenca significativa para o grupo controle, # representa diferenca significativa para o grupo
MO e & representa diferenca significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais
representam diferenca significativa entre os periodos avaliados, sendo representados apenas comparag@es
entre 0s mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferencas 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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FGFRL1 teve sua expressdo modulada por todos os fatores e sua interacdo (Tempo: P =
7,41 x 10°%/ Tratamento: P = 8,17 x 10°%/ Interac&o: P = 2,52 x 10®). Grupos MO (P = 1,32 x
10%), PRP (4,91 x 107) e Liof (P = 9,93 x 107 tiveram sua expressdo aumentada entre os
periodos de 24 h e 7 dias. Em 7 dias o grupo PRP apresentou diferencas para os demais grupos
(Controle: P = 9,03 x 10°/ MO: P = 1,12 x 10°/ Liof: P = 5,02 x 10°). Foram observadas
diferencas entre os grupos MO (P = 2,41 x 10) e Liof (P = 3,01 x 10”%) com o grupo controle.

A expressdo de FGFR2 foi modulada pelo efeito de ambos os fatores (Tempo: P = 7,18
x 10" Tratamento: P = 2,78 x 10°%/ Interac&o: P = 1,62 x 10°°). Entre os periodos de 24 ha 7
dias foi observada um aumento na expressio de todos os grupos tratados (MO: P = 1,68 x 10/
PRP: P = 3,76 x 10°% Liof: P = 5,40 x 10). Grupos MO (P = 2,20 x 10°), PRP (P = 5,49 x 10°
8 e Liof (P = 1,17 x 10®) apresentaram diferencas em relacio ao grupo controle. Também foi

observada diferencas entre os grupos PRP e Liof (P = 2,36 x 10°?).

Os fatores avaliados apresentaram efeitos na expressdo de FGFR3 (Tempo: P = 1,53 x
108/ Tratamento: P = 1,84 x 10%/ Interacéo: P = 3,42 x 10°). Foi observado um aumento na
expressdo entre os periodos de 24 h e 7 dias nos grupos MO (P = 3,81 x 10%), PRP (P = 7,28 x
10) e Liof (P = 6,64 x 10™). Aos 7 dias foram observadas diferencas entre PRP e 0s demais
grupos (Controle: P = 4,16 x 10/ MO: P = 1,14 x 10®/ Liof: P = 1,63 x 10™), e entre 0s grupos
MO e Liof em relag&o ao grupo controle (MO: P = 1,56 x 10/ Liof: P = 7,49 x 10%).

Finalmente, FGFR4 teve sua expressao modulada pelos diferentes fatores avaliados
(Tempo: P = 1,57 x 10/ Tratamento: P = 1,18 x 10/ Interacdo: P = 6,67 x 10®). MO (P =
5,33 x 10, PRP (P = 4,81 x 10%) e Liof (P = 2,35 x 10°) tiveram sua expressdo aumentada
entre os periodos de 24 h e 7 dias. MO apresentou diferencas para os demais grupos avaliados
(Controle: P = 5,33 x 10°/ PRP: P = 5,47 x 10/ Liof: P = 4,36 x 10?), e grupos PRP e Liof
apresentaram diferencas em comparaco ao grupo controle (PRP: P = 5,47 x 107/ Liof: P = 4,36

x 10%), em 7 dias. A Figura 30 contém os graficos de expressdo para os FGFs avaliados.
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Figura 30 - Expressdo génica 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 diferencas estatisticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de multiplacomparagéo
de Tukey. Significancias estatisticas das comparacdes multiplas foram representadas da seguinte forma: *
representa diferenca significativa para o grupo controle, # representa diferenca significativa para o grupo
MO e & representa diferenca significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais
representam diferenca significativa entre os periodos avaliados, sendo representados apenas comparacdes
entre 0s mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferencas significativas foi menor que 0,05.

Outra via de sinalizacdo estudada foi a das ERBBs que contém 4 receptores como 0
receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR1 ou ERBBL1), receptor tirosina quinase Erb-
B2 tipo 2 (ERBB?2), receptor tirosina quinase Erb-B2 tipo 3 (ERBB3) e receptor tirosina quinase
Erb-B2 tipo 4 (ERBB4), e as proteinas adaptadoras proteina ligada ao receptor do fator de
crescimento 2 (GRB2), proteina adaptadora SHC 1 (SHC1) e fator de troca de nucleotideo
guanina SOS Ras / Rac (SOS1).

Todos os fatores estudados modularam a expressdo de EGFR1 (Tempo: P =1,17 x 10/
Tratamento: P = 3,20 x 10™%/ Interagdo: P = 9,79 x 10™). Em 24 horas os grupos MO (P = 2,39
x 10%) e PRP (P = 1,26 x107?) apresentaram diferencas em relagio ao grupo controle. Entre os
periodos de 24 h e 7 dias o grupo Liof teve um aumento na sua expressdo (P = 8,70 x 1072). Em
7 dias o grupo Liof apresentou diferencas significativas em relagdo aos demais (Controle: P =
1,81 x 10™*% MO: P = 2,50 x 10™%/ PRP: P = 2,40 x 10?).
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ERBB2 teve sua expressao relativa modulada apenas pelo fator tratamento (P = 4,99 x
107°). O grupo Liof apresentou diferencas significativas em relagio ao grupo controle em 24 h (P
= 4,60 x 107) e 7 dias (P = 3,33 x 10®).

A expresséo relativa de ERBB3 foi modulada por ambos os fatores bem como sua
interacdo (Tempo: P =°2,10 x 10 Tratamento: P = 7,27 x 107 Interac&o: P =3,28 x 10°).
Entre os periodos de 24 h e 7 dias o grupo Liof apresentou um aumento em sua expressao relativa
(P = 2,03 x 107). Liof apresentou diferencas significativas em relagio aos demais grupos em 7
dias (Controle: P = 1,40 x 10% MO: P = 4,85 x 10"/ PRP: P = 1,82 x 10°®).

ERBBA4 teve sua expressdo moduladas pelos fatores avaliados e sua intera¢do (Tempo: P
= 3,93 x 10%/ Tratamento: P = 8,49 x 10/ Interac&o: P = 4,87 x 107). Os grupos PRP (P =
5,16 x 10™) e Liof (P = 2,61x 10°®) apresentaram aumento em sua expressao entre os periodos 24
h e 7 dias. Foi observada uma diferenca entre os grupos PRP e Liof em relacdo aos grupos
controle (PRP: P = 2,86 x 10/ Liof: P = 2,79x 10°) e MO (PRP: P = 2,36 x 10/ Liof: P = 9,17
x 10°), e entre os grupos PRP e Liof (P = 6,44x 10°®), em 7 dias.

A expressdo de GRB2 foi modulada por efeito de ambos os fatores (Tempo: P = 5,83 x
108/ Tratamento: P = 3,71 x 103/ Interacéo: P = 1,09 x 10™). Todos o0s grupos tratados tiveram
aumento em sua expressao relativa (MO: P = 1,40 x 10°%/ PRP: P = 4,85 x 10/ Liof: P = 1,82 x
107). Em 7 dias foi observada diferencas significativas entre o grupo controle e os demais (MO:
P =254 x10% PRP: P =7,73 x 10°/ Liof: P = 4,78 x 10?).

SHC1 teve sua expressdo modulada pelo efeito de ambos os fatores (Tempo: P = 6,42 x
10/ Tratamento: P = 1,02 x 10/ Interacéo: P = 8,97 x 10°7). Entre os periodos de 24 h e 7 dias,
grupos MO (P = 1,50 x 10*), PRP (P = 2,65 x 10°®) e Liof (P = 3,95 x 10"%) apresentaram aumento
em sua expressao relativa. Em 7 dias foram observadas diferencas entre o grupo MO e 0s demais
(Controle: P = 1,48 x 10/ PRP: P = 2,85 x 10°% Liof: P = 3,21 x 10, e entre o grupo PRP e
0s grupos controle (P = 9,10 x 10%) e Liof (P = 4,54 x 10°®).

Por fim, a expressao relativa de SOS1 ndo foi modulada por efeito do tempo, porém
sofreu efeitos do tratamento e da interagdo entre os fatores (Tratamento: P = 1,21 x 107/
Interagdo: P = 3,02 x 10™). MO teve aumento em sua expressdo relativa detectada entre os
periodos de 24 h e 7 dias (P = 6,84 x 10™*). Em 7 dias foram detectadas diferencas entre MO e 0s
demais (Controle: P = 2,75 x 10/ PRP: P = 7,88 x 10/ Liof: P = 3,73 x 10®). A Figura 31

contém os graficos para os genes da via de ERBB.
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Figura 31 - Expressdo génica 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 diferencas estatisticas foram medidas
utilziando ANOVA two-way e o teste de multiplacomparacdo de Tukey. Significancias estatisticas das
comparacGes multiplas foram representadas da seguinte forma: * representa diferenca significativa para o
grupo controle, # representa diferenca significativa para o grupo MO e & representa diferenca significativa
entre 0s grupos PRP e Liof. Segmentos de reta horizontais representam diferenca significativa entre os
periodos avaliados, sendo representados apenas comparacgdes entre 0s mesmos tratamentos. O valor de P
considerado para diferencas significativas foi menor que 0,05.

O dltimo conjunto avaliado foi de miRNA de interesse. Os miRNAs foram selecionados
a partir do trabalho apresentado no capitulo 2 na qual utilizando ferramentas de bioinformatica
determinamos mMiRNA presentes em plaquetas com potencial de regulacdo da osteogénese
(FERREIRA; ZAMBUZZI, 2021). E importante destacar que estes miRNA tiveram sua expressio
analisada em células MS (como os demais) e ndo em plaquetas (ou suas microparticulas). Dentre
0s miRNAs detectados hsa-miR-361-5p (29 alvos dentre os genes analisados neste capitulo),
hsa-miR-361-3p (29 alvos dentre os genes analisados neste capitulo), hsa-miR-128 (17 alvos
dentre os genes analisados neste capitulo) e hsa-miR-7-5p (41 alvos dentre os genes analisados

neste capitulo). O primer desenhado para hsa-miR-361 ¢ referente as duas formas maduras (3p e
5p):

hsa-miR-7-5p teve sua expresséo relativa modulada por ambos os fatores e sua interagéo
(Tempo: P = 9,80 x 10/ Tratamento: P = 6,14 x 10°%/ Interagdo: P = 1,93 x 10®). Entre os
periodos de 24 h e 7 dias todos 0s grupos tratados tiveram aumento em sua expressao relativa
(MO: P =1,59 x 10%/ PRP: P = 8,91 x 10%/ Liof: P = 4,98 x 107). Em 7 dias foram observadas
diferencas entre o grupo controle e os demais (MO: P = 1,88 x 10"/ PRP: P = 1,41 x 107/ Liof:
P=1,37 x 10°).

Ambos os fatores, e sua interagdo, afetaram a expressdo de hsa-miR-128 (Tempo: P =
1,09 x 10/ Tratamento: P = 7,53 x 10%/ Interacéo: P = 2,40 x 10®). Entre 24 h e 7 dias 0s
grupos MO (P = 5,45 x 10*), PRP (P = 3,88 x 10™°) e Liof (P = 8,46 x 10®) apresentaram um

aumento na expressao relativa. Em 7 dias foram observadas diferencas significativas entre PRP
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e os demais grupos (Controle: P = 9,50 x 10/ MO: P = 3,22 x 107/ Liof: P = 3,68 x 10°®), entre
MO (P = 1,94 x 10°®) e Liof (P = 2,08 x 107) em relagdo ao grupo controle, e na comparagio
entre os grupos MO e Liof (P = 3,68 x 107).

Por altimo, a expresséo relativa de hsa-miR-361 foi impactada pelos fatores avaliados
(Tempo: P = 1,04 x 10/ Tratamento: P = 2,48 x 10/ Interagdo: P = 7,86 x 10°). Os grupos
MO (P = 2,52 x 10°), PRP (P = 1,26 x 10°) e Liof (P = 1,54 x 10?) tiveram sua expressio
aumentada entre os periodos de 24 h a 7 dias. Em 7 dias o grupo PRP apresentou diferencas
significativas em relagdo aos grupos controle (P = 2,11 x 10°®) e Liof (P = 7,36 x 10®). Também
foram observadas diferencas significativas entre os grupos controle (P = 1,05 x 108) e Liof (P =

3,48x 10°®) em relagdo ao grupo MO. A Figura 32 contém os graficos dos miRNAs avaliados
neste capitulo.

= - -
z Z Z
a)i - — b) 2 ¢) £
g | ——— I Cul -] I Cil =
£3 T M o 3;3 -, MO -ET
TEE —_ . aEs S 3¢
L =2 E I FRF T =B B v =
EEE - L EE EEE
§,§§ M Liof Egé M Liof g_;;“
£E57 5 2 E= BE=
o= £ 2 £ @
g 2 g7
¥ & b
2 g 4
& & =
w P ki

Figura 32 - Expressdo génica 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 diferencas estatisticas foram medidas utilziando ANOVA two-way e o teste de
multiplacomparagdo de Tukey. SignificAncias estatisticas das compara¢Ges maltiplas foram representadas
da seguinte forma: * representa diferenga significativa para o grupo controle, # representa diferenga
significativa para o grupo MO e & representa diferenca significativa entre os grupos PRP e Liof. Segmentos
de reta horizontais representam diferenca significativa entre os periodos avaliados, sendo representados

apenas comparag@es entre 0s mesmos tratamentos. O valor de P considerado para diferengas significativas
foi menor que 0,05.

4.3.3 Analise de componentes principais

Para um melhor entendimento do complexo mapa molecular obtido com os resultados de
RT-gPCR optamos por realizar uma analise de componentes principais (PCA), muitas vezes
conhecida por andlise multivariada. PCA é capaz de transladar dados com grandes quantidades
de varidveis em representacbes com menos variaveis (conhecida como redugdo de
dimensionalidade), normalmente 2 varidveis/ dimensdes ou, como sdo mais conhecidos,
componentes principais. Através deste procedimento PCA sdo muito uteis em andlises de
agrupamentos (clusters), observacdo de tendéncias e outliers, ou mesmo compactacdo de
datasets. Para a realizagdo de nossa PCA utilizando a ferramenta R, sendo a analise realizada com
0 pacote base e a representagdo visual com o pacote factoextra (KASSAMBARA; MUNDT,

2020). Cada gene avaliado por RT-gPCR foi considerado uma dimensdo e cada grupo uma
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observacgdo. Os valores de expressdo foram escalonados (Transformados em valores entre 0 e 1)
e centralizados (Tiveram a média subtraida) antes de realizar a PCA.

A Figura 33 contém o scree plot da PCA, nele temos o nimero de dimensdes no eixo X
pela porcentagem de variancia explicada. Foi possivel observar que as duas primeiras dimensoes
explicam juntas 73,9 % da variancia dos dados (A 12 49,8% e a 22 24,1%), entdo foi possivel
representar os grupos utilizando apenas 2 componentes principais (PCs) como visto na Figura
34. Os todos os grupos em 24 horas e 0 grupo controle em 7 dias se agruparam sob o PC1 ou eixo
x levemente deslocados no sentido negativo do eixo. J& os grupos MO, PRP e Liof em 7 dias se
encontram deslocados no sentido positivo do eixo x e com uma variagdo no sentido do eixo y ou
PC2, com PRP e Liof no sentido positivo e MO no sentido negativo. Essa representacdo dos
grupos em PC1 e PC2 nos fez interpretar PC1, que explica a maior parte da variancia dos dados,
como o efeito temporal nos tratamentos, uma vez que todos 0s grupos em 24 horas se mantiveram

altamente agrupados sob o eixo.

Ja o PC2, em nossa interpretacdo, contém o efeito dos tratamentos na célula. Isso
demonstraria, que para 0s genes avaliados neste capitulo, os tratamentos entre PRP e Liof
resultariam em um perfil de expressdo génica distinto ao perfil obtido com MO. A Figura 35
contém uma representacdo da PCA conhecido por biplot onde os grupos séo representados como
pontos e as varaveis sao representadas como setas. Nesta representacdo o angulo de uma variavel
com o eixo indica a correlagdo deste com o PC em questdo. O mesmo pode se dizer de um angulo
entre duas varidveis. A correlacdo pode ser calculada através do cosseno do angulo, sendo maxima
para um angulo de 0°, nula para 90° e minima em 180°. Devido a polui¢do gerada na imagem do
biplot, devido a alta quantidade de variaveis estudadas, geramos gréficos de barras para a
contribuicdo de cada varidvel para os PC1 (Figura 36) e PC2 (Figura 37), nelas a linha tracejada
horizontais indica o limiar de uma distribuicdo aleatéria. Observando as contribui¢des para PC2
temos RUNX2, ALPL e SP7 (OTX), que neste trabalho foram utilizados como marcadores da
osteogénese (O Unico que ndo apresentou alta contribui¢do foi BGLAP/Osteocalcina), aparecem
com alta contribuicéo, corroborando com a interpretacdo de PRP e Liof apresentarem um perfil
osteogénico distinto de MO. Para PC1 nos chamou a atengdo a alta contribui¢do de genes de
proliferacdo estudados, corroborando com a hipdtese de PC1 ser relacionado a um efeito temporal

€m nossas amostras.
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Figura 33 - Scree plot da PCA para a expressao génica relativa de células MS.
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Figura 35 - Biplot da PCA grupos individuais representados como pontos e variaveis representadas como
setas.
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Contribution of variables to Dim-1
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Figura 36 - Grafico de contribui¢do das variaveis para a PC1.
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Contribution of variables to Dim-2
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Figura 37 - Grafico de contribuicdo das variaveis para a PC2.

4.3.4 Analises de redes de correlacao

Na sequéncia utilizamos a correlacdo da expressdo génica relativa dentre todas as
amostras para a construgdo de uma rede de interacdo. Para isso utilizamos a correlagéo de Pearson
entre os genes avaliados para a construgdo de uma matriz de adjacéncia. Matrizes de adjacéncia
sdo matrizes numéricas quadradas em que suas linhas e colunas representam cada gene, estas séo
apenas de compostas de 1 e 0, sendo 1 indicando que existe interacéo entre os genes e 0 que ndo
h& interagdo. Uma rede de interagdo pode ser direta ou indireta, para nossa anélise consideramos
as interagdes como indiretas. A construcdo da matriz de adjacéncia (A) se deu da seguinte forma:
se 0 mddulo do coeficiente de correlacdo de Pearson for maior que 0,75 entdo a o elemento

correspondente da matriz A recebe o valor de 1, caso contrério recebe 0. Por fim do pacote igraph
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foi utilizado para construir a rede a partir da matriz de adjacéncia. A Figura 38 contém o esquema
da construcéo da rede de correlacéo.

RFormma
OO
OO

cCommo
coocom
®
@

il .?--
L : E O

Expressdo génica Matriz de

K Correlagdo génica L Rede de correlagao
relativa adjacéncia

Figura 38 - Esquema para a construcéo da rede de correlagdo baseada na expressao génica.

A Figura 39 contém um heatmap dos valores de correlacdo obtidos, valores da diagonal
principal foram manualmente ajustadas para zero para evitar “auto-loops” na rede de correlagdo.
A rede de correlagdo obtida contém 48 vértices (ou nodos) representando os genes avaliados e
282 arestas representando as interacGes, com apenas 9 dos genes nao apresentaram interaces,
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 intermediacdo
para cada gene e a Figura 40 contém gréaficos de densidade para os valores de cada centralidade

observada.
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Figura 39- Heatmap da correlacdo de Pearson dos genes avaliados.

Tabela 9 - Valores de centralidades para cada gene.

Grau de Grau de Grau de
Gene conectividade proximidade intermediacio
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
CDK®6
COFILIN
EGFR1
ERBB2
ERBB3
ERBB4
ERK
FAK
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
GRB2
HGFR
Hsa-mir-128
Hsa-mir-361
Hsa-mir-7
IGFR
IL18R
ILIR
INTEGRINB1
K167
OSTEOCALC
OTX
P15
P21
PDGFRB
PI3K
PXN
RAC1
RHOA
RHOC
ROCK1
RUNX2
SHC1

20
21
19

13

19
19
18
19
20

18
18
18

12
20
11
20
14
10
21
21
13
20

12
10
12
21

0.001988
0.002012
0.002004
4.43E-04
4.43E-04
0.001832
0.001876
0.001965
0.001901
0.002004
0.002004
0.00198

0.001984
0.002028
4.43E-04
0.00198

0.002024

0.002

4.43E-04
0.001984
0.002008
0.001894
0.001957
0.001969
0.00189

0.002012
0.002012
0.001992
0.002008
4.43E-04
4.43E-04
4.43E-04
0.001898
0.001862
0.001898
0.002012

29.60972246
12.48231457
9.359513054

0

0

0
2.984891599
75.60195757

0
6.343626163
7.105344323
1.414768605
25.16607167
89.82293275

0
1.414768605
193.6505938
5.507528927

0
140.1672222
7.941441559
2.247310519
78.47797718
0.997069147
0.696679396
12.48231457
12.48231457
22.54474867
7.941441559

0

0

0
2.897310519
0.717857143
2.897310519
12.48231457
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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
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Figura 40 - Gréfico de densidades para as centralidades analisadas.

Utilizando o aplicativo MCODE do Cytoscape foi possivel encontramos clusters na rede

de correlagdo. Foram obtidos 2 clusters, o primeiro contendo 19 genes e 330 interacdes e o

segundo com 13 genes e 134 interagdes. O primeiro cluster contém os seguintes genes: CDKG6,
PI3K, CDK4, CDKZ2, P21, P15, IL1R, Hsa-mir-7, Hsa-mir-361, Hsa-mir-128, K167, GRB2,
FGFR4, FGFR3, FGFR2, FGFR1, SRC, COFILIN e SHCL1. O segundo cluster contém:
ROCK1, RHOC, OTX, INTEGRINB1, IL18R, ERK, BMPR2, BMPR1, ALP, VEGFR2,
VEGFR1, SOS1 e RUNX2. JaA AKT, ERBB3, ERBB4, FAK, OSTEOCALCINA, PDGFRB

e TGFBRL1 ndo fizeram parte de clusters embora apresentem interacdo na rede. A Figura 41

contém a rede de correlacdo obtida colorida de acordo com a participagédo ou ndo em clusters.
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Figura 41 - Rede de correlacéo obtida. Genes relativos ao cluster 1 foram coloridos em vermelho, do cluster
2 em amarelo, genes da rede que ndo fizeram parte de clusters foram coloridos em branco e gene sem
interages foram coloridos em azul.

O processo de randomizacdo de redes foi utilizado para a comparacdo da rede de
correlacdo gerada. Este processo consistiu em gerar 1000 redes aleatdrias com o numero de
vértices igual e densidade de arestas aproximadamente igual ao da rede de correlacdo (\Vértices =
48/Densidade = 0.25). O método para gerar as redes escolhido foi o de Erdos & Renyi (ERDOS;
RENYI, 1959). Em seguida foram calculadas as médias dos caminhos para as 1000 redes
aleatorias e para a rede de corre¢do. Por fim, foi utilizado um histograma para a determinacéo de
guantas redes aleatérias tém 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 randomizacdo, a linha tracejada demonstra o valor obtido em nossa rede de

correlacao.
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Figura 42 - Histograma dos caminhos médios obtidos pelo processo de randomizagao.
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Os genes encontrados em cada cluster foram entdo utilizados para analise de
enriquecimento funcional utilizando a ferramenta DAVIDtools. Foram realizadas anélises de
ontologias para processos bioldgicos (BP: biological process) e fungBes moleculares (MF:
molecular functions) e para vias de sinalizacdo com KEGG pathway. As figuras Figura 43,
Figura 44 e Figura 45 contém resultados para o Cluster 1 enquanto as figuras Figura 46, Figura
47 e Figura 48 contém gréfico de barras dos resultados obtidos pela analise de enriquecimento

funcional para os genes do Cluster 2.
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Figura 43 - Anélise de enriquecimento funcional de processos biolégicos dos genes encontrados no Cluster
1.
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Figura 44 - Anélise de enriquecimento funcional de funcdes moleculares dos genes encontrados no Cluster
1.
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Figura 45- Anélise de enriquecimento funcional de vias de sinaliza¢do para os genes encontrados no Cluster
1.
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Figura 46 - Andlise de enriquecimento funcional de processos biolégicos dos genes encontrados no Cluster
2.
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Figura 47 - Anélise de enriquecimento funcional de funcdes moleculares dos genes encontrados no Cluster
2.
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Figura 48 - Analise de enriquecimento funcional de vias de sinaliza¢do para 0s genes encontrados no Cluster
2.

4.4 Discussao

PRP vem sendo proposto como alternativa no tratamento de lesbes Gsseas devido ao
diverso contetdo de biomoléculas ativas como fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas,
miRNAs, horménios e ions (BOILARD; DUCHEZ; BRISSON, 2015; FERREIRA; ZAMBUZZI,
2020). Multiplos estudos clinicos foram desenvolvidos demonstrando eficicia do tratamento
utilizando PRP, porém h& uma falta de estudos que demonstrem seu efeito na maquinaria
molecular das células. Neste capitulo investigamos 0 a modulacéo de vias de sinalizag&o celular
classicas pelo efeito de PRP liquido e liofilizado, em um modelo de osteodiferenciacdo em

periodos iniciais, utilizando expressdo génica relativa e técnica de bioinformatica.

O processo de modulacéo celular causado pelo efeito do tratamento com PRP comega 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). Séo estes
receptores que iniciam a cascata de sinalizacdo celular alterando toda sua performance e a
contextualizando com o seu novo ambiente (AGHAJANOVA et al.,, 2018). Viabilidade,
proliferacdo e adesdo celular sdo processos biologicos amplamente estudados e desejados no
contexto de regeneracéo tecidual (DIMITRIOU et al., 2011; WALMSLEY et al., 2016). Para a
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engenharia de tecido 6sseo, é importante o potencial de inducéo da osteogénese pelo tratamento
(GIACOMO; CATALDI; SANCILIO, 2020; LEE et al., 2019b).

Para elucidacdo do complexo mapa molecular obtido utilizamos técnicas de
bioinformatica com PCA e redes de correlagio. PCA é uma técnica de redugdo de
dimensionalidade amplamente utilizada na andlise de largos conjuntos de dados para a
simplificacdo da analise (SELL et al., 2020). Através da PCA foi possivel agruparmos nossas
amostras e comparar 0s grupos analisados neste trabalho. Os dois componentes principais foram
capazes de explicar 73,9% da variancia dos valores de expresséo 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,
proliferacdo e adesdo/remodelamento do citoesqueleto foram observados com alta contribuicéo
para este componente. Observando que grupos tratados em 7 dias apresentaram diferencas
antagbnicas em relacdo 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
sobrevivéncia e proliferacdo celular. De fato, os genes investigados para afericdo do
comportamento do ciclo celular apresentaram um aumento em sua expressdo em 7 dias. Nos
Gltimos anos nosso grupo tem investigado a expressdo desses genes como gatilho para eventos
bioldgicos de interesse, uma vez que estes regulam fases de sintese de proteinas 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 contribuicdo para
PC1. FAK e SRC sdo proteinas transdutora de sinais em diversos contextos biol6gicos, com
especial destaque para a participacdo o complexo de adesdo focal, onde apos ativacdo de
integrinas durante a adesdo celular, FAK e SRC disparam vias de sobrevivéncia e proliferacédo
(BEZERRA et al., 2017; DA SILVA et al., 2020b; ZAMBUZZI et al., 2011c). SRC apresentou
um aumento em sua expressao nos grupos tratados em 7 dias, enquanto FAK apresentou apenas
um efeito temporal no grupo tratado com PRP. Cofilina é uma proteina 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 adesao
celular e possivelmente sua migrag&o. Para testar esta hipotese investigamos a expressao de Rho-
GPTases como RHOA, RHOC, ROCK1, RAC1 e CDC42, proteinas estas classicamente
relacionadas ao remodelamento do citoesqueleto em diferentes processos biol6gicos
(AIYELABEGAN; SADRODDINY, 2017; DA COSTA FERNANDES et al., 2018b;
PARSONS; HORWITZ; SCHWARTZ, 2010; VEGA et al., 2011). Porém RHOA, RHOC e
ROCKZ1 apresentaram maior contribuicdo para PC2, com elevada expressdo no grupo tratado com

meio osteoindutor em comparacdo aos grupos PRP e Liofilizado.
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A participacdo de RHOA no comprometimento de células tronco mesenquimais com o
fendtipo osteobléstico foi demonstrada por McBeath et al. (MCBEATH et al., 2004). A expresséo
de Rho-GPTases foi encontrada correlata com BPM2 e BMP4 levando a formag&o de tecido dsseo
pelo grupo de Harmey et al. (HARMEY et al., 2004). RAC1, que é descrita como atuante no
processo de diferenciacdo osteoblastica, foi observada com alta expressdo no grupo tratado pelo
meio osteoindutor e baixa nos grupos tradados (HUCK et al., 2020).

Ainda sobre PC1 foram observados alta contribuicao de receptores de FGF. A sinalizacdo
via FGF é descrita como importante para o desenvolvimento 6sseo (MARIE; MIRAQUI;
SEVEERE, 2012; PERRINE et al., 2019; SU; JIN; CHEN, 2014). GRB2 e SHC1, proteinas
classicamente relacionadas a interacdo com receptores tirosina quinase (RTK), também foi
observada contribuindo para PC1. A interacdo entre FGFRs e GRB2-SHCL1 ¢ reportada durante
eventos da diferenciacdo osteoblastica e em condi¢des patoldgicas do osso (CURTO et al., 1998;
SU; JIN; CHEN, 2014; XIE et al., 2020b). PI3K que também apresentou contribuicdo para PC1
é relatada como ativada por GRB2 e SRC, levando a ativacdo da via PI3BK/AKT/mTOR
responsavel pela sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo entre outras (CORN et al., 2013).
Receptores de IL1p e IL18 também apresentaram alta contribuicdo para PC1, exibindo um
aumento na sua expressdo nos grupos tratados. Essas proteinas participam do processo
inflamassdémico 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 variancia dos dados.
Observando PC2 é possivel ver a resposta antagbnica entre os grupos tratados com PRP e
Liofilizado por 7 dias a0 compararmos com o grupo tratado com meio osteoindutor por 7 dias.
Receptores de fatores de crescimento VEGF, TGF, HGF e BMP apresentaram alta contribuicéo
para PC2 e diferencas na expressao na comparacao entre os grupos tratados com PRP e Liofilizado
e 0 grupo tratado com o meio osteoindutor. O aumento na expressdo destes fatores é observado
no processo de diferenciacdo osteobléstica (CARREIRA et al., 2015; CHEN et al., 2012; HU;
OLSEN, 2016). ERBB4, um receptor tirosina quinase da familia de EGF1, também foi observado
como contribuindo para PC2. Poucos estudos relacionam a expressdo de ERBBs durante a
diferenciacdo osteoblastica, em especial ERBBA4. Li et al., encontrou que ERBB4 foi capaz de
ampliar a migracéo e crescimento celular de células de osteosarcoma, modulando a via PI13K-
AKT (LI et al., 2020). O efeito na migracéo e proliferagdo em células de osteosarcoma causado
por ERBB4 também foi descrito por Geryk-Hall & Hughes (GERYK-HALL; HUGHES, 2009).
Dentre os marcadores da diferenciacdo osteoblastica analisados RUNX2, Osterix (SP7) e ALPL
apresentaram contribuicbes para PC2, enquanto Osteocalcina (BGLAP) apresentou para PCL.

RUNX2 e Osterix séo fatores de transcricdo amplamente relacionados a osteogésese (ASSIS et
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al., 2021; DA SILVA et al., 2019b; KANG et al., 2018). ALPL por sua vez é uma proteina de
membrana que atua mineralizagdo da matriz extracelular, sendo amplamente estudada como
marcador da diferenciacdo osteoblastica (BEZERRA et al., 2017; DA SILVA et al., 2019b,
2020b).

A osteogénese como efeito do tratamento com PRP vem sendo estudada em modelos in
vitro, in vivo e em alguns ensaios clinicos com foco em analises histoldgicas e de proliferacdo
celular, com poucos estudos abordando a expressdo génica 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 expressao génica focam nos genes marcadores da osteogénese como RUNX2, Osterix,
Osteocalcina, Osteopontina e Colageno, com uma lacuna de trabalhos reportando modulacao de
outras vias classicas. Xie et al. avaliaram o efeito de PRP e seu liofilizado na osteogénese de
células tronco de medula 6ssea obtidas de coelho. Os genes investigados ALP, Osteocalcina e
BMP2 nos tempos 1,3,6 e 9 dias apresentaram modulacdo em sua expressao com diminuigdo ao
longo deste periodo (XIE et al., 2020a). Os autores realizaram também marcac6es de vermelho
de alizarina e de fosfatase alcalina onde observaram aumento na mineralizacéo ao longo no tempo
nos grupos tratados com liofilizado. Embora os autores clamem o efeito do tratamento de PRP e
Liofilizado na osteogénese, faltam dados da expressdo de fatores de transcricdo RUNX2 e Osterix
para melhor avaliagdo. Todavia, os resultados indicam um aumento na proliferacdo e

mineralizacdo como efeito do tratamento.

Em nosso trabalho publicado no capitulo 2 investigamos utilizando bioinformética a
possibilidade de miRNA’s carreados por plaquetas modularem a osteogénese. O conteudo de
miRNA’s em plaquetas vem ganhando destaque nos tltimos anos com especial destaque para
processos patoldgicos (DAHIYA et al., 2015; FERREIRA; ZAMBUZZI, 2020; KRAMMER,;
MAYR; HACKL, 2020). Selecionamos 3 miRNAs para avaliarmos sua expressdo em células MS
ao serem tratadas com PRP ou Liofilizado. E importante ressaltar que pela limitagio de nosso
modelo experimental ndo é possivel afirmar que estes mMiRNA foram transferidos pelas plaguetas
para as células MS, devendo ser colocado como uma expressdo de origem enddgena. hsa-miR-
361, hsa-miR-128 e hsa-miR-7 tiveram sua expressdo aumentada pelos tratamentos. Poucos
trabalhos na literatura investigaram a expressao destes miRNAs. hsa-miR-7 foi relatado como
capaz de promover a osteogénese atraves da inibicdo da transcricdo de CRY2 em um processo
ativado pela viade STAT3 (TANG et al., 2020). hsa-miR-361 em mulheres com osteoporose pés-
menopausa e em modelo animal de osteoporose (WANG et al., 2021). Zhang et al. encontram que
hsa-miR-128 é capaz de inibir a diferencia¢do osteoblastica em modelo utilizando ensaio in silico
e com células tronco de medula 6ssea (ZHANG et al., 2020). A elevada expresséo deste pode se
um fator dos niveis de expressdo dos marcadores da diferenciacdo osteobléstica terem sido

encontrados baixo em nossos tratamentos.
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Redes de correlagdo sdo objetos matematicos que vem sendo amplamente utilizado para
a representacéo visual de dados 6micos (BATUSHANSKY; TOUBIANA,; FAIT, 2016; BAUM,;
RAJAPAKSE; AZUAIJE, 2019; JARDIM et al., 2019). Com ela € possivel foi possivel tratarmos
relacbes entre os genes avaliados baseados em sua correlacdo. Utilizando randomizagéo
verificamos que nossa rede apresentou caracteristicas distintas de redes com nimeros de veértices
0 que evidencia que as relacdes bioldgicas por ela representadas séo significativas. Os dois
clusters obtidos apresentaram genes similares aos genes com contribuicdo significativa aos dois
primeiros componentes principais e as funcdes bioldgicas 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 adeséo focal. Os valores de centralidade reforgam o papel de ciclinas
em nosso modelo, além de receptores de FGF e proteinas reguladoras da transdugdo de sinais
como GRB2, SHC1 e SRC.

Ao todo nossos dados indicam um potencial no aumento da proliferacdo celular
decorrente do efeito de PRP e Liofilizado em células tronco mesenquimal obtida de polpa de
dente deciduo, contudo uma diminuicdo do potencial osteoindutor destes tratamentos nas

mesmas.

4.5 Constatacoes

° PRP e liofilizado modularam genes estudados neste periodo;

° Comparados ao grupo meio osteoindutor, PRP e liofilizado apresentaram um perfil de
expressdo génica distintos para os periodos estudados;

° Embora o perfil de expressdo génica obtido para 0s grupos PRP e liofilizado tenham sido
similares, foram observadas diferencas entre alguns genes que podem ser explicadas pelo
contetdo proteico dos grupos. Este deverd ser mais bem elucidado com a realizagdo da

analise protedmica (shotgun);
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Capitulo 5

Obtencao de um hidrogel a base de alginato

associado a PRP e fosfatos de calcio
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5.1 Resumo do capitulo

Com o0 aumento na expectativa de vida e na urbanizagdo de nossas cidades, lesdes dsseas se
tornaram mais comuns e com elas veio o desafio em propor novos procedimentos para a
regeneracao do tecido no menor tempo possivel, provendo maior qualidade de vida e impactando
na salde publica. Embora o tecido ésseo seja um tecido altamente dindmico com boa capacidade
de se regenerar, em caso de lesdes mais severas faz-se necessario o uso de biomateriais que
permitam uma boa regeneracdo tecidual. Até o presente, ndo foi desenvolvido nenhum material
sintético que reGna as propriedades e capacidades ofertadas pelo material autdgeno,
conhecidamente como material ideal. Dentre as diversas terapias propostas, a associacdo de
biomateriais em escala nanométrica, como hidroxiapatita, vem apresentando resultados positivos
no processo de regeneracdo do tecido 6sseo. Outra vertente amplamente utilizada é o uso de
plasma rico em plaqueta (PRP), obtido do préprio paciente, no tratamento destas lesdes.
Baseando-nos neste prévio conhecimento sobre o potencial de ambas as terapias, neste capitulo
buscamos a sintese de um biomaterial capaz de modular a performance dssea acelerando a
regeneracdo tecidual. Alginato foi utilizado para a obtengdo de um hidrogel. Foi realizada a
sintese e caracterizacdo de hidroxiapatita e fosfato tricalcio e em seguida foi estudada a
incorporacdo deste num hidrogel de alginato junto a PRP. A citotoxicidade do biomaterial em
células de pré-osteoblastos e macrofagos foi analisada e por fim RT-gPCR foi utilizada para

averiguar a modulagdo de marcadores da fase inflamatdria.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Coleta de sangue e obtengdo do plasma rico em plaquetas (PRP):
liquido e liofilizado

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

liquido e liofilizado.
5.2.2 Sintese de fosfato tricalcio

A sintese de fosfato tricélcio foi realizada por sintese de estado sélido (CICEK et al.,
2011). 0,20 mol de carbonato de calcio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e 0,40 mol de fosfato de
calcio bibasico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram misturados utilizando-se acetona como
solvente. Ap6s homogeneizagdo da mistura por 30 minutos deixou-se a solugdo descansar
overnight. O precipitado entdo foi seco em uma estufa por quatro horas a 80 °C. O p6 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 Sintese de hidroxiapatita

Hidroxiapatita foi sintetizada utilizando método de co-precipitacdo. 30 mM de Na;HPO,
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram mantidos em agitacdo enquanto 50 mM de CaCl, (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) foram gotejados. Ap6s o gotejamento a solugdo foi mantida em agitacao
por 30 minutos para otimizagdo da reacdo entre fons Ca®* e PO,*. Em seguida a solucio foi
centrifugada a 4000 RPM por 15 minutos a temperatura ambiente e a fase liquida descartada. A
fase sélida foi entdo lavada utilizando &gua milli-q e agitador orbital por 1 hora. Ao final as
solucBes foram novamente centrifugadas e a fase solida 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 Construgao de hidrogéis

Hidrogéis foram obtidos a partir do método descrito por Demirtas et. al. com algumas
modificacdes (DEMIRTAS; IRMAK; GUMUSDERELIOGLU, 2017). Alginato de sodio
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi diluido em PBS (pH 7,4) na concentracdo de 3%
(massa/volume). CaS04 1% (massa/volume) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi adicionado a
solugdo para inicio do processo de reticulacdo do alginato na proporcéao de 2:1 (Alginato:CaS04).
Essa solucdo foi homogeneizada utilizando uma seringa através do processo de agitacdo. Em
seguida foram adicionados 20 mg por mL de HAp ou TCP e novamente homogeneizados
exaustivamente utilizando uma seringa. 10 mL de solu¢do foram despejadas em solucgdo de CaCl,

1M para reticulacao total.

Hidrogéis de PRP foram obtidos utilizando uma solu¢do de 50 mg de liofilizado de PRP
diluidos em 5 mL de agua ultrapura. Esse foram diluidos na solucdo de Alginato nas proporcdes
de 1:1, 3:2, 4:1, 3:1 e 9:1(Alginato:PRPLiofilizado) além da solucdo com apenas alginato. 1 mL
destas concentragdes foi pipetado em poco de placa de 24 pocos e 2 mL de CaCl, 20 mM foram

adicionados para reticulag&o.

5.2.5 Espectroscopia na regido do infravermelho médio com transformada
de Fourier (FTIR).

Ver item 3.2.8 Espectroscopia na regido do infravermelho médio com transformada
de Fourier (FTIR).

5.2.6 Difratometria de raios-x

Os padroes de difracdo de raios-X em pd (DRX) foram coletados por meio de um
difratdmetro de bancada (MiniFlex de 6* geragao, Rigaku), aplicando radiagdo CuKal (A= 1,5406
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A; 40 kV; 15 mA), na faixa de 5 a 80°, com taxa de 4° min™ e um tamanho de passo de 0,04°.

Previamente a analise, as amostras serdo 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 %), antibidtico e
antimicético, e mantidas em estufa tmida a 37 ° C e 5 % de CO,. Meio osteoindutor foi produzido
suplementado o meio de cultura com 50 pg/ml de fosfato de acido L-ascérbico, 10 mM de f-

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 x 10* células por mL em placas de 96 pogos. Apés 24
horas as células foram tratadas por adicionais 24 horas, quando o meio foi coletado e outro meio
contendo o MTT foi adicionado. Apds 4 horas, 0 meio contendo MTT foi retirado e o formazan
formado foi diluido em DMSO, o qual foi medido em microleitor de placas a absorbancia de 570

nm.

5.2.9 Expressao génica relativa

Células MC3T3 e Raw 264.7 foram semeadas a 5 x 10* células por mL em placas de 6
pocos. Apds 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®/Cloroférmio/lsopropanol, de acordo com as especificagdes do fabricante. A quantidade
e pureza do RNA extraido foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as
razdes OD 260/280 (> 1,8) e OD 260/230 (> 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
Uniscience). A transcri¢do reversa dos RNAs extraidos, realizada com kit SuperScript First
Strand. As reagdes para o estudo do padréo de expressdo dos possiveis genes foram realizadas em
triplicata utilizando SYBR Green Master Mix (g-PCR®, Promega) e iniciadores especificos
(Primers) mostrados na Tabela 10. Para o célculo da quantidade relativa utilizou-se 0 método
limiar critico comparativo 22, sendo os resultados expressos como média + desvio padrio 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 capitulo.

Gene

Forward

Reverse

Cdk2
(12566)
Cdk4
(12567)
Cdk6
(12571)
P21
(12575)
Tnfa
(21926)
Nfkb
(18033)
lirl
(16177)
Myd88
(17874)
116
(16193)
1118
(16173)
1133
(77125)
Nrip3
(216799)
Gapdh
(14433)
NOS1

(NNOS) (18125)

NOS2

(iNOS) (18126)

NOS3

(eNOS) (18127)

TACCCAGTACTGCCATCCGA

TCGATATGAACCCGTGGCTG

TTCTCACTCTGCGTCGCTTT

CGCCCGATCAGCAGTATGAGT

CCACATCTCCCTCCAGAAAA

GGTTCAGGAGCTGCTGAAAC

ACCCCCATATCAGCGGACCG

ATGGTGGTGGTTGTTTCTGACGA

AGTTGCCTTCTTGGGACTGA

ACTTTGGCCCGACTTCACTGT

CCTTCTCGCTGATTTCCAAG

ATTACCCGCCCGAGAAAGG

AGGCCGGTGCTGAGTATGTC

TACTCCATCAGCTCCTCTCCA

CAGCTGGGCTGTACAAACCT

AAGCCGCATACGCACCCAGAG

CGGGTCACCATTTCAGCAAA

TTCTCACTCTGCGTCGCTTT

CGCCGATCAGCAGTATGAGT

GCCGGGCTCTGGAACTTTAT

AGGGTCTGGGCCATAGAACT

GGTTCAGGAGCTGCTGAAAC

TTGCTTCCCCCGGAACGTAT

GCAAGGGTTGGTATAGTCGCATATA

CAGAATTGCCATTGCACAAC

GGGTTCACTGGCACTTTGAT

CCGTTACGGATATGGTGGTC

TCGCAGCAAAGATCCACACAG

TGCCTGCTTCACCACCTTCT

GGATGTCAAATTGTCGCTGTT

CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG

TGGGGTACCGCTGCTGGGAGG

- 43%5)"1 AGACATGGGCTTACAGGA CTCCCTCATCTTGTCTTGG
(21892)' r4 AAACTCAGCAAAGTCCCTGATGAC CGTAGAAACTGTAAGTCGTTGACAG
(123((;55'01 TGAAAGAGGTGAAAGAATT TCTCCAAGACACATTATCT
(12575)15 GGGCAAGTGGAGACGGTG ACCCCCGCTACCTGGATT
(1615;')10 CCAAGCCTTATCGGAAATGA TTTTCACAGGGGAGAAATCG

’ 42\5/‘??”1 GAGCTAAAAATCTTGACCCACATTG CAGTATTCAACAATCACCATCAGAG
(165X§$fr2 AGCTCTCCGTGGATCTGAAA TAAGGGCATGGAGTTCTTGG

5.2.10 Analise dos dados

Gréficos e testes estatisticos foram realizados nos programas Graphpad Prism7,

OriginLab 8.5 e no ambiente R com pacotes base e tidyverse. Diferencas significativas entre 0s
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grupos estudados foram verificadas empregando-se a analise de variancia (ANOVA). Nos casos
em que a diferenca estatistica foi significativa, o teste de Tukey foi utilizado para testar as
diferencas minimas existentes entre os grupos estudados. Os valores significativos serdo
considerados para P < 0,05.

5.3 Resultados
5.3.1 Caracterizacdo de HAp e TCP

Foram sintetizadas hidroxiapatita (HAp) e fosfato tricélcio (TCP), estas com capacidade
de osteointegracdo bem estudadas. HAp foi sintetizada através método de co-precipitagdo
utilizando solugdes aquosas Na,HPO4 30 mM e CaCl, 50 mM. Essa estequiometria foi pensada
para obtermos uma matriz com razdo calcio-fosforo de 1,66, caracteristica de HAp. A solucéo de
Na;HPO, foi mantida e sob agitacdo enquanto a solucdo de CaCl, foi gotejada a uma vazéo de,
aproximadamente, 2 gotas por segundo. O intuito de utilizarmos gotejamento foi promover a
sintese de particulas de menor dimensdo. Imediatamente ap6s o inicio do gotejamento foi
observado mudanca no aspecto da solucdo, sendo notada uma turgidez do meio devido ao
principio da precipitacdo de HAp na solucdo. Ap6s o término do gotejamento deixamos a solucao
por 30 minutos em agitagdo para otimizacdo da reacdo de ions livres em solucdo. Em seguida a
solucdo foi centrifugada por 15 minutos, lavada por 1 hora para a remocéo de sais utilizando um
agitador orbital e finalmente centrifugada por mais 15 minutos. Nossa sintese foi pensada para ter
como produto, além de HAp, um residuo de NaCl este com alta solubilidade em agua, assim
sendo removido pelo processo de lavagem. As HAp foram mantidas em estufa a 80 °C devido ao
seu alto potencial higroscépico. Caracterizacdo 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 composi¢do da sintese de
HAp e TCP. Difratograma de HAp indicou presenca 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 ja em 2 horas
reduzir o nimero de pequenos picos na regido de 26 aproximadamente 25°~35°. Ja tratamentos
em 900 °C precisaram de 3 horas para a obtenc¢ao 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 comparagdo das estruturas contidas em fichas
catalograficas 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 sintese. A Figura 49 contém os difratogramas da sintese de HAp proveniente da sintese de

co-precipitagdo (A) e com os tratamentos térmicos (B). Em trabalhos anteriores haviamos ja
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haviamos utilizado o tratamento de 1000 °C por 2 horas e visto que ndo apresentava

citotoxicidade. A Figura 50 contém o difratograma com identificacdo de picos. Picos marcados

em vermelho foram detectados utilizando algoritmo automatizado do pacote ggmisc do R

enquanto os azuis foram inseridos manualmente.
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Figura 49 - Difratograma de hidroxiapatita. Apés a analise da sintese (A) investigamos a variagdo 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 referéncia: linha s6lida monetita (PDF: 75-1520),
tracejada beta fosfato de calcio e cobre (PDF: 9-80), pontilhada beta fosfato tricalcio (PDF: 81-2257) e com
tracos longos hidrogenofosfato de calcio hidratado (PDF: 74-1301).

Tabela 11 - Resultados de Search match para a comparacéo com fichas cristalograficas em bases de dados.

Sintese

Cristal referencia

HAp sintetizada

56% Monetita — PDF: 9-80
52% Monetita — PDF: 70-360

HAp - 2h —900° 39% Beta Fosfato de célcio 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 calcio hidratado — PDF: 74-1301
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HAp - 4h — 1000° 72% Beta Fosfato de Calcio — PDF:71-2123
25% Monetita — PDF: 75-1520

HAp - 2h - 1100° 53% Beta Fosfato de célcio 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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Figura 50 — Difratograma de hidroxiapatita tratada termicamento por 2 horas a 1000 °C.

Com FTIR foi possivel observar a presenca de uma larga banda na regido de na regido de
1050 cm™ e duas bandas em 540 cm™ e 610 cm™, aproximadamente, essas bandas sdo referentes
a vibragdo do grupo PO,* e amplamente utilizadas como fingerprint de compostos fosfatos de
calcio, como a HAp. Foi observada também uma banda na regido 1630 cm™, referente a vibragéo
de OH’, indicando a presenga de agua livra associada a HAp. A presenca de uma banda em
aproximadamente 860 cm™ sugere a presenca de CO,*, que acreditamos ter se originado do ar
atmosférico. A Figura 51 contém o espectro de HAp em vermelho. Em seguida estudamos
modificagdes resultantes da calcinagdo a 1000 ° C por 2 horas. Para isso utilizamos uma mufla e
realizamos a rampa de aquecimento a 5 graus por minuto. A calcina¢do tem como objetivo a

producgdo de grédos maiores e mais cristalinos de HAp.

A apos calcinado o espectro infravermelho da amostra foi obtido para comparacéo. As
bandas na regido de 1050 cm™, 540 cm™ e 610 cm™, caracteristicas de HAp, foram observadas
sem variagOes para a amostra, como desejado. A banda de OH" foi observada em 1630 cm™
indicando que o aquecimento ndo modificou a associacdo de moléculas de &gua na estrutura
cristalina. N&o foi observada bandas na regido de 860 cm™ sugerindo a remoc&o do grupo CO,>.

Por fim foi observado em 730 cm™ uma banda referente ao grupo P.O; encontrada quando HAp
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sdo submetidas a altas temperaturas. A Figura 51 contém o espectro de HAp calcinada a 1000 °

C em preto.
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Figura 51 - FTIR hidroxiapatita sintetizada (HA) e apés tratamento a 1000 °C por 2 horas (HA1000).

A sintese de TCP foi realizada utilizando sintese de estado sélido. Foram utilizados 0,4
mol de CaHPO. -2H,0O e 0,2 mol de CaCOs. Acetona foi utilizada como solvente para a
homogeneizacdo 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. Apds resfriada a amostra foi lavada em agua 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 sintese, 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 possivel observar a presenca de VArios picos
indicando a que a amostra contém mais de uma fase. Na comparacéo com fichas catalograficas

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 tricalcio.

Foram observadas duas bandas em 605 cm™ e 545 cm™, além de uma larga banda na
regido de 1040 cm . Como dito anteriormente para HAp, essas bandas sio referentes a vibrago
de grupos PO.* presentes na amostra e bandas caracteristicas de amostras de TCP. Foram
também observadas bandas em 1430 cm™, 1650 cm™ e 720 cm™, referentes aos grupos OH", CO,*
e P,O7. A presenca das bandas de CO.* e P,O; se devem ao processo de sintese escolhida. A
banda de OH" se deve, provavelmente, pelo fato de o sal de fosfato de calcio utilizado ser
dihidratado e durante o aguecimento a dgua 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 Construcao de hidrogéis com HAp e TCP

A proxima etapa estudada foi a constru¢do do compdsito com as matrizes inorganicas e
PRP. Durante a pandemia com a impossibilidade de realizarmos coletas de PRP optamos por
comegar utilizando o PRP liofilizado que ja tinhamos. Isso resultou em uma praticidade para a
elaboracdo de nossa sintese que foi a possibilidade de trabalharmos com massa sabendo que a
massa do liofilizado é proporcional a concentracdo de proteinas disponiveis ao ser solubilizado
no meio. Alginato € um polimero abundante na natureza sendo encontrado como componente
estrutural em algas marinhas marrons (phaeophyceae) e como polissacarideo capsular em
bactérias do solo (Hecht & Srebnik, 2016). De formula quimica (C6H806)n, alginato é composto
por mondmeros de &cido B-D-manurénico e &cido a-L-gulurénico, sendo estes conhecidos como
blocos M e G, respectivamente, ligados por uma ligacdo B-1,4 (Dodero, Vicini, Alloisio, &
Castellano, 2019; Hecht & Srebnik, 2016; Yoon, Oh, Jo, Lee, & Hwang, 2014).

Realizamos a sintese de um hidrogel de alginato com HAp e um com TCP seguindo o
protocolo de Demirtas (DEMIRTAS; IRMAK; GUMUSDERELIOGLU, 2017). Alginato foi
dissolvido em PBS 7.4 (3% massa/volume) e em seguida misturada com uma solucéo de CaSO.
(1%) na proporcdo de 2 partes de alginato para 1de CaSO, para ativar o processo de reticulacéo

do alginato. Os autores utilizaram um sistema de mistura “three-way tap” para a homogeneizagio
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da mistura, devido a ndo termos acesso a um equipamento desses utilizamos uma seringa e
realizamos o procedimento de “uUp & down” até a solugdes estarem satisfatoriamente homogéneas.
Foram adicionados 20 mg de HAp ou TCP por mL da mistura de alginato/CaSO4. Preparamos
géis de 10 mL. As matrizes inorganicas foram homogeneizadas pelo mesmo processo e em
seguida despejadas em solucéo de CaCl; 20 mM onde foram mantidas overnight para a completa
reticulagdo. 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 liofilizagdo
para podermos utilizar FTIR para estudarmos sua composi¢do quimica.

Figura 54 - Gel de alginato com HAp e TCP. Video da manufatura do gel
https://www.youtube.com/watch?v=1648xstSc4l

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 regido de 2930 cm™ ¢é referente a vibragio da ligagio C-H, a banda
marcada como 2 esta na regido de 1630 cm™ é relacionada a vibracio de OH™ esta comum aos 3
grupos. Em 3 observamos na regido de 1425 cm™ foi observada a vibragio de C-H para os grupos
HAp+SA e SA. Em 875 cm™ observamos bandas relacionadas ao grupo CO,* nos grupos
HAp+SA e SA essa banda marcada como 4. A banda marcada como 5 foi observada em 750 cm
! para os grupos HAp+SA e SA. Essa banda pode ser relacionada a vibrag&o da ligacdo entre C-
Cl ou ainda C-H. Em 6 foi observada bandas para os grupos HAp+SA e HAp na regido de 525 a
620 cm-1, essas relacionadas a vibragdo do grupo PO,*. As mesmas 6 bandas foram observadas
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para o grupo TCP+SA, diferindo apenas na intensidade relativa das mesmas. A Figura 56 contém
0 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 regifo de 1025 cm™, essa regido apresenta bandas em
HAp e TCP sendo estas relacionas a vibragdes do grupo PO, caracteristicas destes materiais, ja
SA apresenta bandas relacionadas a vibragdes das ligac6es de grupos C=0, C=C, C-O e C-H. Esta
regido ndo foi destacada em nossas figuras pois ainda vamos estudar essas bandas utilizando
deconvolucéo para melhor identificacdo das bandas.
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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.

113



5.3.3 Incorporacao de PRP em géis de alginato

Construimos também hidrogeis de alginato com liofilizado de PRP. Estes foram
construidos da seguinte forma: 50 mg de liofilizado foi diluido em 5 mL de agua milli-q
(concentragdo padrdo em nosso tratamento), a solucdo de alginato dessa vez foi preparada em
agua com uma concentracdo de 3 %. As solugdes de alginato e liofilizado foram entdo misturadas
nas seguintes proporcfes: 1:1, 3:2, 4:1, 3:1 e 9:1(Alginato:Liofilizado) além da solugdo com
apenas alginato. Foram construidos hidrogéis de 1mL pipetando este volume em placa de 24
poc¢os e em seguida adicionando 2 mL de 20 mM CacCl, para a reticulacdo do gel (Figura 57). Os
hidrogéis foram construidos em triplicatas.

A 4 9

" =
h

Figura 57 - Hidrogel de alginato com PRP liofilizado. Zero se refere a amostra com somente alginato, A se
refere a propor¢do de 1:1, B se refere a 3:2, C se refere a 4:1, D a 3:1 e E a propor¢do de
9:1(Alginato:Liofilizado).

Na sequéncia obtivemos os espectros para as 6 concentragdes distintas do hidrogel. A
Figura 58 contém os espectros para as distintas proporcdes de hidrogeéis construidas. Foram
observadas nos hidrogéis com maiores concentragdes de liofilizado bandas que haviamos
observado do espectro do liofilizado apresentado no capitulo 3. Essas bandas, marcadas em setas
vermelhas, sdo referentes a aminas secundarias (1550 cm™), aminas terciarias (1240 cm™) e

! relativos a

vibragdo do grupo PO,* (1075 cm™). Também haviamos identificados em 1650 cm -
aminas primarias, e em 1400 cm™, relativo ao acido carboxilico no capitulo 3. Essas bandas estdo
presentes em nossos hidrogéis mas como também € possivel observamos bandas no alginato para

essas regifes devemos utilizar deconvolugdo para melhor estudar as bandas. De todo modo, 0s
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presentes resultados indicam ocorreu que o encapsulamento do liofilizado pelo alginato em nossos

hidrogéis.
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Figura 58 - Espectros de FTIR dos hidrogéis de alginato com liofilizado de PRP.

Em seguida construimos hidrogéis de alginato com PRP e HAp ou TCP incorporados.
Para isso foram diluidos 10 mg de Liofilizado de PRP para cada mL da solucdo de alginato e
mantidos em agitacdo por 10 minutos. Apos este periodo foram adicionados 20 mg de HAp ou
TCP por mL de solu¢do e mantidos em agitacdo por mais 10 minutos. Na sequéncia, foi
adicionado solugdo de CaSO. 1% para ativacdo do processo de reticulacdo e a solucdo foi
transferida para placa de 24 pocos. Ap6s 5 minutos foi adicionado solucéo de CaCl, 1 M para

reticulagdo total dos hidrogeéis por mais 15 minutos. Solucéo de NaCl 0,15 M foi usada para lavar
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os hidrogéis e estes foram coletados para caracterizagdo fisico-quimica por FTIR ou ensaios
bioldgicos de citotoxicidade e expressdo génica relativa de células de interesse. E importante
ressaltar, que devido a todos os desafios que a pandemia langou no periodo destes experimentos
gue impossibilitaram o0 avanco na caracterizacéo e, consequentemente, aprimoramento de nossas
sinteses, optamos por realizar estes ensaios com hidroxiapatita e fosfato tricalcio adquiridas junto
a Sigma-Aldrich, cddigos 677418 para hidroxiapatita e 49963 para o fosfato tricalcio. Deste modo
foi possivel a manutencdo dos prazos.

A Figura 59 contém imagens do hidrogéis obtidos, TCP dissolveu bem na solugdo 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 0s géis que haviamos observado nas analises anteriores. Bandas largas na regido
de 1625 cm™ e 1430 cm™ foram encontradas em ambos os géis referentes aos grupos amina
primaria e &cido carboxilico, respectivamente. A banda de amina primaria apresentou uma
intensidade t3o elevada que acabou sobrepondo a banda de amina secundaria (1550 cm™). Bandas
relacionadas a vibracdo de PO,* foram observadas na regio de 1050 cm™ e 590 cm™ nos dois
espectros. Bandas com menores intensidades foram observadas em 820 cm™ (CO;*) e 1240 cm™
(amina terciaria). Na regifo de 3000 a 2800 cm™ bandas foram observadas relacionadas a aldeidos
(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.
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Figura 61 - Espectros de FTIR dos hidrogéis de alginato com liofilizado de PRP e fosfato tricalcio.
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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 macréfagos
(Raw 264.7) através do método indireto. Apds o condicionamento por 24 horas, o0 meio foi
adicionado as células por mais 24 horas de tratamento. A Figura 62 contém os graficos de MTT

indicando que n&o vou observada citotoxicidade dos materiais estudados.
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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 Expressao genica relativa de células MC3T3 e RAW 264.7 submetida
a meio condicionado pelos materiais

A Ultima etapa realiza até o presente momento foi a avaliagdo da expressdo génica relativa
de células MC3T3 (pré-osteoblastos) e Raw 264.7 (macréfagos) submetidas ao meio
condicionado com os hidrogéis por 24 horas. O periodo foi escolhido para buscar o entendimento
da resposta inflamatéria nas células em um momento inicial. Os conjuntos de genes avaliados
foram relativos ao complexo inflamassémico, marcadores de ciclo celular, interleucinas e

marcadores de angiogénese.

Em células MC3T3, poucos genes tiveram sua expressao modulada pelos tratamentos
detectada com teste de ANOVA. Foram eles: Cdk4, eNOS, 1118 e P21. A

Tabela 12 contém os P-valores para o teste de ANOVA de cada gene. Importante
destacarmos que alguns primers ndo apresentaram boa corrida no PCR. As figuras Figura 63,
Figura 64, Figura 65 e Figura 66 contém graficos de expressdo génica relativa para os
marcadores de ciclo celular, interleucinas, complexo inflamassémico e angiogénese,

respectivamente.
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Tabela 12 — Valores de P referentes ao resultado de ANOVA para células MC3T3.

Gene P-valor Significativo

Cdk2 5.92E-02 No

Cdke6 8.21E-01 No

1110 2.71E-01 No

1118 8.55E-06 Yes

1133 5.31E-01 No

iNos 5.54E-01 No

nNos 2.61E-01 No

P15 8.23E-02 No

Tnfa 1.55E-01 No
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Figura 63 — Expressdo génica 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 osteogénico. Foram avaliados (A) CDK2, (B) CDK4, (C) CDKS6, (D)
P15 e (E) P21. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparages de médias de Tukey.
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Figura 64 - Expressdo génica 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 osteogénico. Foram avaliados (A) IL1B, (B) IL6, (C)IL10, (D) IL13, (E) IL18 e (F)

IL33. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparagdes de médias de Tukey.
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Figura 65 - Expressdo génica 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 osteogénico. Foram avaliados (A) ASCL1, (B) NRLP3, (C)
NFkB e (D) TNFa. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparagdes de médias de Tukey.
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Figura 66 - Expressdo génica relativa de marcadores de angiogénese/6xido nitrico 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 osteogénico. Foram avaliados (A) eNOS,
(B) iNOS, (C) nNOS e (D)VEGF-R2. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparacfes de
médias de Tukey.

Ja para células Raw 264.7 foram observados mais genes com expressdo modulada pelo
tratamento. Cdk2, Cdk4, 1133, 116, Myd88, Nfxb, NIrp3 e Tnfa. Diversos genes ndo 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 expressdo génica relativa dos conjuntos de genes

avaliados para marcadores de ciclo celular,

inflamassémico.

interleucinas/angiogénese e do complexo

Tabela 13 - Valores de P referentes ao resultado de ANOVA para células Raw 264.7.

Gene P-valor Significativo
Ascl 4.28E-01 No

Cdk2 1.51E-02 Yes

Cdk4 4.69E-02 Yes

Enos 9.52E-01 No

1133 4.02E-03 Yes

1
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116 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
Cell cycle genes
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Figura 67 - Expressdo génica 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 osteogénico. Foram avaliados (A) CDK2, (B) CDK4 e (C)
P15. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparac6es de médias de Tukey.
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Figura 69 - Expressao génica relativa de marcadores do complexo inflamassémico 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 osteogénico. Foram avaliados (A) ASC, (B)
MYD88, (C) NFKB, (D) NRLP3 e (E) TNF. Linhas de suporte contém os valores do teste de comparacdes
de médias de Tukey.
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5.4 Discussao

A construgdo de um biomaterial capaz de mimetizar eventos da regeneragéo tecidual
6ssea acelerando a recuperagdo do paciente é o atual desafio na engenharia de tecidos 0sseos.
Inimeras aplicagBes biotecnoldgicas vém sendo implementadas utilizando alginato devido a sua
alta capacidade de reticulacdo (“cross-linking”) instantanea independente de temperatura ¢ a sua
transicdo sol / gel na presenca de cations multivalentes, como Ca?*, Mn?*, Zn*, dentre outros
(Hecht & Srebnik, 2016; Yoon et al., 2014). Vérios trabalhos exploram as propriedades do
alginato para construcao de impressos e bioimpressos 3D (AXPE; OYEN, 2016; FARAMARZI
et al., 2018; MARKSTEDT et al., 2015), inclusive alguns ja realizam a impressdo de HAp e/ou
TCP utilizando de alginato (DEMIRTAS; IRMAK; GUMUSDERELIOGLU, 2017; DIOGO et
al., 2014; NAYAK et al., 2019; SANCILIO et al., 2018; SONG et al., 2020).

Dentre os trabalhos disponiveis, o artigo publicado por Demirtas et al. apresentou um
protocolo simples e altamente reprodutivel para a sintese de um hidrogel de alginato com HAp
bioimprimivel (DEMIRTAS; IRMAK; GUMUSDERELIOGLU, 2017). No trabalho os autores
apresentam a possibilidade de realizar a bioimpressao. Essa possibilidade nos animou em relacdo
a pensar no compaosito como um hidrogel de alginato contendo HAp ou TCP e PRP liofilizado.
Neste capitulo comecamos a construgdo de um biomaterial reunindo as propriedades do alginato

com matrizes inorganicas de HAp/TCP e os fatores de crescimento contidos no PRP.

A padronizacao das sinteses de HAp e TCP foram desafios neste periodo. Sadat-Shojai et
al. fez uma ampla revisdo sobre diferentes rotas de obtencdo de HAp (SADAT-SHOJAI et al.,
2013). A sintese escolhida por nds foi a desenvolvida em nosso departamento e é reportada em
artigo publicado por Martins et al. (MARTINS et al., 2020). Foi realizada apenas uma
modificacdo com a utilizacdo e Na;HPO,4 ao invés de realizar a reacdo de H3PO4 com NaOH.
Utilizando anélises de FTIR conseguimos monitorar a presenca de residuos da sintese durante o
desenvolvimento deste capitulo. O espectro por nés obtido contém as bandas de PO,*
classicamente reportadas na literatura referentes a diferentes fosfatos de calcio, como
hidroxiapatita e o fosfato tricalcio. O espectro de FTIR de TCP também apresentou estas bandas
caracteristicas. A fase cristalina de nossa sintese 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 multiplas fases como monetita e beta-TCP. Estes
resultados indicam que o tratamento leva a uma transicéo de fases, porém n&o retornando a fase
de hidroxiapatita desejada na concepcdo desta tese. Entretanto trabalhos exploram a aplicacéo
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 sintese na

fase desejada. Devido aos desafios impostos pela pandemia optamos por utilizar reagentes
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comerciais ja caracterizados, porém devido ao alto custos € fundamental o aprimoramento de

nossa sintese.

A associacdo 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 formagéo de
uma rede “dupla” no hidrogel, fibras de alginato e fibrina, uma vez que tanto alginato quanto PRP
sdo ativados por CaCl,. Os autores avaliaram o material em modelo de ferida em animais
encontrando resultados promissores na aceleracdo do reparo nos grupos tratados (ZHANG et al.,
2021). A formacdo deste tipo de estrutura em nosso material é algo que visamos estudar nas
proximas etapas utilizando técnicas de microscopias eletronica e histoldgicas. Utilizando FTIR
foi possivel observarmos uma incorporagdo de PRP no gel de alginato, porém néo foi possivel
atestar a formacdao da estrutura de uma rede dupla. A adicdo de HAp e TCP foi observada pelo
espectro de FTIR e ndo foi observada citotoxicidade em células MC3T3 e Raw 264.7. Estas
células foram escolhidas para investigarmos o efeito na fase inflamatdria da regeneracdo déssea.
Os conjuntos de genes escolhido seguiram o mesmo critério. Os hidrogéis modularam a expressao
génica de maneira distintas entre as células, porém devido a problemas na corrida de alguns genes
ndo foi possivel compararmos diretamente o efeito entre as células. Os resultados até aqui obtidos
sustentam mais estudos na area, com melhores abordagens na medicina e odontologia, com

perspectivas de estudos pré-clinicos que possam (ou ndo) melhor avaliar seus efeitos em humanos.

5.5 Constatacoes

° Sinteses de HAp e TCP apresentaram espectro infravermelho compativeis com a literatura;

° HAp apresentou multiplas fases em seu difratograma;

. O difratograma de TCP confirmou a fase obtida;

° Construcdo de hidrogéis com hidroxiapatia ou fosfato tricalcio utilizando alginato foi
realizada;

° Hidrogéis de alginato foram capazes de encapsular o liofilizado de PRP;

° Hidrogéis compostos de alginato, PRP e HAp ou TCP ndo apresentaram citotoxicidade em
células MC3T3 e Raw 264.7;

° Os hidrogéis foram capazes de modular a expressdo génica relativa de marcadores da fase

inflamatoria.
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Conclusao
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6.1 Conclusao

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

biomiméticas de regeneracao tecidual e podendo ser mais bem aplicada em manufatura aditiva.
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Anexo II - Plano de gestao de dados

Conforme solicitado pela FAPESP, delineamos um plano para gestdo dos dados obtidos
neste projeto. Os dados gerados nesse projeto serdo mantidos sob embargo por 2 anos engquanto
eventuais pedidos de patentes e/ou publicagdes serdo confeccionados. Apds esse periodo os dados
serdo mantidos e disponibilizados de acordo com a natureza de seu contetdo. Por exemplo,
“scripts” das andlises de bioinformatica, machine learning e estatistica serdo disponibilizados em
um repositorio aberto no github (https://www.github.com/). Github é um site para
disponibilizacdo de codigos-fontes com versdes de controle amplamente utilizada no mundo. Para
as andlises acima citadas € uma plataforma referéncia. Os demais dados gerados pelo projeto em
experimentos como qPCR, Western Blotting, colorimétricos (como MTT, Cristal violeta, etc),
caracterizacdo fisico-quimica, entre outros, serdo salvos baseado no tipo de dado: “Dados brutos”,
“Texto”, “Grafico”, “Figura”, dentre outros. Estes serdo disponibilizados em repositérios Open
Source como incentivado pela FAPESP. Neste momento estamos estudando quais 0s melhores

repositdrios para os tipos de dados.

Declaro também que desde novembro de 2019 iniciei um modelo interno de gestéo de
dados. Este modelo se baseia em dois arquivos de metadados, um sobre 0s experimentos
realizados e um sobre as amostras produzidas. Os metadados de experimentos sdo construidos a
partir da padronizacdo dos nomes dos arquivos. Decidimos pelo seguinte formato:

“data_projeto_colega_experimento_amostra_tipo.formato”

e Data: dia em que o experimento foi realizado. Sera escrito seguindo a 1ISO 8601.

e Projeto: o codigo do projeto FAPESP em questéo, neste caso 057317

e Colega: como muitos de nossos experimentos sdo conduzidos com ajuda de colegas
padronizei a escrita de seu nome.

e  Experimento: Nome do experimento em questéo.

e Amostra: Nome da amostra cadastrada no metadado de amostras.

e Tipo: Figura, gréfico, texto, dados brutos, entre outros.

e Formato: Extensdo do arquivo. Gerada automaticamente

Foi construida uma aplicagao utilizando R para a construgdo de uma planilha em excel
para os metadados de experimentos de modo automatizado. O codigo e demais explicagdes se
encontram disponiveis em https://github.com/marceelrf/MetaDataMRF. A Figura 70 contém um
modelo da saida da aplicagdo dos metadados experimentais. Ja 0s metadados de amostras

atualmente contém apenas 3 colunas:

e Amostra: Nome da amostra;

e Protocolo de preparo: Nome do protocolo utilizado para obtencéo da amostra;

147



e Data: dia em que a amostra foi coletada. Ser 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 descri¢do de suas etapas,

estdo mantidos em um arquivo de word e serdo disponibilizados.
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Figura 70 - Modelo de arquivo de metadados gerado pela aplicacdo criada.

Durante a realizacdo do projeto os dados estdo sendo armazenados em notebook préprio

com realizacdo de backup guinzenais em midia fisica (DVD).
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