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RESUMO

COLOMBEKI, F.M. Desenvolvimento de hidrogel derivado de osso bovino fetal
enriquecido com plasma rico em plaquetas. 2023. 56p. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) - Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito

Santo. Brasil.

O hidrogel derivado de matriz extracelular bovina fetal € um polimero que apresenta
caracteristicas semelhantes aos tecidos de cicatrizagdo 6ssea, podendo ser estudado
para desenvolver um veiculo de entrega de fatores de crescimento e de suporte
mecéanico para as células de modo eficaz. O plasma rico em plaquetas (PRP) é
empregado em diversas pesquisas relacionadas a regeneracao 6ssea, visto que, é
uma fonte inestimavel de fatores de crescimento. A aplicagdo dessa substancia ao
hidrogel permite que ele seja aprimorado e potencialize os efeitos sobre a cicatrizagao
ossea. O propésito deste estudo foi desenvolver hidrogel derivado de osso bovino fetal
enriquecido com PRP e avaliar os efeitos desse biomaterial in vitro. Para essa
finalidade, foi utilizado protocolo de descelularizacdo dos ossos fetais, seguido pela
digestdo, solubilizacdo e gelificacdo da matriz éssea. Para avaliar a eficiéncia do
processo de descelularizagcdo, foram feitas analises de detergente residual,
quantificacdo de DNA e hidroxiprolina. Os hidrogéis obtidos foram avaliados quanto a
ultraestrutura na microscopia eletronica de varredura. Para verificar o efeito de
diferentes concentragcdes de plasma rico em plaquetas no hidrogel, foi realizado o
ensaio de proliferacdo celular. Os resultados revelaram que a descelularizacao foi
eficaz no osso fetal bovino e manteve os componentes da matriz extracelular 6ssea,
como o colageno. Os niveis de detergente residual foram reduzidos de acordo com os
processos de lavagens e diluicbes. Demonstrou também que as concentracoes
aplicadas de PRP, apresentaram niveis de crescimento celular progressivos quando
comparadas as células-tronco mesenquimais cultivadas em hidrogel puro. Diante
disso, o hidrogel enriquecido mostrou-se promissor para ser utilizado como um veiculo
de entrega de fatores de crescimento para as células, podendo ser usado futuramente

em estudos que visem potencializar a cicatrizacao ossea.

Palavras-chave: Hidrogel. Osso bovino fetal. Bioengenharia de tecidos. Células-tronco

Mesenquimais. Plasma Rico em Plaquetas.



ABSTRACT

COLOMBEKI, F.M. Development of hydrogel derived from fetal bovine bone
enriched with platelet-rich plasma. 2023. 56p. Dissertation (Master in

Biotechnology) - Graduate Program in Biotechnology, UFES, Espirito Santo. Brazil.

The hydrogel derived from bovine extracellular matrix is a polymer that has similar
characteristics to bone healing tissues, and can be thought to develop a vehicle for
delivering growth factors and mechanical support to cells effectively. Platelet-rich
plasma (PRP) is used in several studies related to bone identification, since it is an
invaluable source of growth factors. The application of this substance to the hydrogel
allows it to be improved and potentiate the effects on bone healing. The aim of this
study was to develop a hydrogel derived from fetal bovine bone enriched with PRP and
to evaluate the effects of this biomaterial in vitro. For this purpose, the fetal bone
decellularization protocol was used, followed by digestion, solubilization and gelation
of the bone matrix. To evaluate the efficiency of the decellularization process, analyzes
of residual detergent, DNA quantification and hydroxyproline were performed. The
obtained hydrogels were evaluated for ultrastructure in scanning electron microscopy.
To verify the effect of different concentrations of platelet-rich plasma on the hydrogel,
the regional cell assay was performed. The results revealed that decellularization was
effective in bovine fetal bone and maintained bone extracellular matrix components
such as collagen. Residual detergent levels were reduced according to washing and
dilution processes. It also demonstrated that the applied concentrations of PRP
followed progressive cell growth levels when detected in mesenchymal stem cells
cultured in pure hydrogel. In view of this, the enriched hydrogel has shown promise to
be used as a vehicle for delivering growth factors to cells, and may be used in future

studies aimed at enhancing bone healing.

Key-Words: Hydrogel. Fetal bovine bone. Tissue bioengineering. Mesenchymal stem

cells. Platelet Rich Plasma.
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1 INTRODUCAO

Defeitos 6sseos podem ser gerados a partir de doengas degenerativas, infecgdes
graves, traumas e excisdo de tumores (SAWKINS et al., 2013). A frequéncia de danos
e disturbios 6sseos acidentais esta aumentando em todo o mundo, além disso, a
medida que o percentual da populagdo idosa cresce, resulta em um aumento do
numero de doencas 6sseas (BHATTACHARJEE et al., 2017) e por conta de fatores
fisiolégicos de uma pessoa senil, ndo permite uma cicatrizagcdo adequada (SAWKINS
et al., 2013). Este aumento impulsiona a necessidade de implantes 6sseos artificiais
que empregam especificamente materiais biocompativeis (BHATTACHARJEE et al.,
2017).

As opgbes atuais de tratamento envolvem enxerto 6sseo autdlogo e este é
considerado padrao ouro com o melhor resultado clinico, entretanto, possui limitagdes
significativas que incluem disponibilidade restrita de tecido doador e morbidade no
local da coleta tecidual (SAWKINS et al., 2013).

Substitutos de enxerto 6sseo, como matriz Ossea desmineralizada, foram
desenvolvidos para superar as limitagées de autoenxertos e aloenxertos. Para facilitar
o manuseio, formulacdo e entrega confiavel clinicamente, essas particulas sao
geralmente incorporadas em um transportador. Esses biomateriais tém propriedades
estruturais, mecanicas e biologicas distintas, possuindo alto potencial para entrega
clinica (SAWKINS et al., 2013). Algumas pesquisas foram realizadas para demonstrar
a atividade do PRP combinado com biomateriais para promover a regeneracao 6ssea
e obtiveram resultados satisfatorios no quesito de proliferagcao celular (HOKUGO et
al., 2005).

Novos procedimentos para reconstrucdo Ossea sugerem que células autdlogas
semeadas em um scaffold reabsorvivel podem melhorar o tratamento de defeitos
0sseos, sendo importante desenvolver condigdes de cultura para expansao ex vivo de
células-tronco mesenquimais (CTM’s) que ndo comprometam sua capacidade de
autorrenovacao, dessa forma, elas irdo obter um numero apropriado de células e
podem ser estimuladas a se diferenciar em linhagens do tecido mesenquimal,

incluindo o tecido 6ésseo (HOKUGO et al., 2005). Portanto, as CTM’s oferecem uma
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grande promessa para a medicina regenerativa baseada em células (LUCARELLI et
al., 2003).

As aplicagdes clinicas humanas do PRP s&do amplamente difundidas. Essa substancia
€ caracterizada como um concentrado derivado do sangue com elevado numero de
plaquetas e pode ser produzido por centrifugacao ou aférese (LANG et al., 2018). As
plaquetas sdo uma fonte facilmente acessivel de fatores de crescimento (LUCARELLI
et al., 2003) e esta clinicamente disponivel para aplica¢des terapéuticas em feridas
cutaneas, possuindo granulos secretores especializados nas plaquetas (HOKUGO et
al., 2005).

Os fatores de crescimento mais relevantes sao o fator de crescimento transformador
beta (TGF-B) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (LANG et al.,
2018). Esses fatores de crescimento sao liberados quando as plaquetas sao ativadas
por um estimulo ou agregados por alguns ativadores. Dentre eles, o TGF- e o PDGF
promovem a cicatrizacdo de tecidos moles e 6sseos por meio da estimulacdo da
producéao de colageno, para melhorar a resisténcia da ferida e o inicio da cicatrizacao
(HOKUGO et al., 2005).

Varias técnicas tém sido utilizadas para estimular a regeneracao de tecidos duros ou
moles. Atualmente ha um grande esfor¢co no o uso de biolégicos como mediadores-
chave da regeneracao tecidual e um dos grandes enfoques € a regeneracao através
do PRP (HOKUGO et al., 2005) e suas aplicagcdes em engenharia de tecidos no
contexto de reparo de o0ssos, cartilagens, pele e tecidos moles, com a entrega de
fatores de crescimento, muitas vezes em combinagcdo com biomateriais (LANG et al.,
2018).

As CTM’s sdao empregadas em estudos pré-clinicos para regeneracao O0ssea em
defeitos 6sseos maci¢cos que o corpo nao pode reparar naturalmente. Para serem
usadas, precisam ser expandidas para pelo menos milhdes de células e isso pode ser
feito através da exposicao aos fatores de crescimento das plaquetas (LUCARELLI et
al., 2003).

Entretanto, esse material deve ser entregue em um suporte de composi¢cao adequada,
€ uma opcao viavel para isso, € a utilizacao de hidrogéis. A matriz extracelular (MEC)
de tecidos de mamiferos pode ser isolada, descelularizada e utilizada como suporte
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biolégico para esses fins, gerando uma remodelagcdo construtiva através do
recrutamento de células progenitoras, promocgdo da proliferacdo celular e
angiogénese regional (SAWKINS et al., 2013).

Embora esses materiais bioldgicos derivados de tecidos tenham sido usados com
sucesso em locais ndao homodlogos, estudos recentes demonstraram uma
"especificidade tecidual", com a ocorréncia de fung¢des adicionais e formacédo de
tecidos complexos quando os scaffolds biologicos foram derivados de tecidos
homalogos sitio-especificos (SAWKINS et al., 2013).

As células da medula no material de enxerto que abrigam receptores para os fatores
de crescimento, demonstraram melhorar a taxa de formacao 6ssea e a densidade do
osso formado (LUCARELLI et al., 2003).

Sendo assim, € necessario estudar o efeito dos fatores de crescimento do PRP
aplicado juntamente a um hidrogel de matriz 6ssea bovina na proliferacédo de CTM’s,
a fim de auxiliar futuramente em testes na bioengenharia tecidual, que visem promover

cicatrizacdo 6ssea de maneira eficiente e segura.
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2 REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1 ENGENHARIA DE TECIDOS OSSEOS E BIOMATERIAIS

Defeitos 6sseos de tamanho critico geralmente causados por trauma, acidente, tumor,
osteoartrite e osteonecrose, destroem o sistema musculoesquelético, resultando em
disfungées humanas. Continua sendo um desafio regenerar defeitos 6sseos no
cenario clinico (DING et al., 2021).

Trés tipos de enxertos dsseos, incluindo autoenxertos, aloenxertos e substitutos de
enxerto 6sseo, tém sido usados clinicamente para acelerar o reparo. Devido a
limitacdo do fornecimento de autoenxertos, risco de resposta imune de aloenxertos e
capacidade osteogénica insuficiente dos substitutos 6sseos, a engenharia de tecidos

surge como uma proéspera alternativa (DING et al., 2021).

Embora tais transplantes de aloenxertos apresentem riscos de rejeicdo e outras
complicacgdes, a principal desvantagem é o numero limitado de érgéos disponiveis e
a adequacao dos receptores (ABDULGHANI; MITCHELL, 2019). De acordo com a
definicdo de engenharia de tecidos descrita em um workshop da Fundagao Nacional
de Ciéncia, os scaffolds sdo os melhores materiais para restaurar, manter e melhorar
a funcao do tecido (CHAUDHARI et al., 2016), concentrando-se na regeneragcéo, em
vez de substitui-los, restaurando e melhorando as suas funcdes (ABDULGHANI;
MITCHELL, 2019).

Aproximadamente dois milhdes de procedimentos de enxerto 6sseo sao realizados
internacionalmente todos os anos na coluna, 0sso pélvico e outras extremidades do
corpo. No entanto, 50% dos implantes, tanto autégenos quanto aloenxertos, falham
rapidamente. A alta incidéncia de disturbios e doencas relacionadas aos ossos €
articulagdes, como osteoporose, artrite, obesidade, diabetes e cancer, causa lesoes
nos tecidos 6sseos e afetam a saude e o desempenho do esqueleto humano (KIM et
al., 2017).

Para uma regeneracao 0ssea adequada, os scaffolds 6sseos precisam ser rigidos o
suficiente para suportar a resisténcia mecanica e a pressao. Além disso, a composi¢cao
deve consistir em materiais biocompativeis que ocasionem inflamacdo minima do

tecido do hospedeiro. Também € importante que imite a configuracao do tecido 6sseo
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natural no qual as células progenitoras se comprometem com uma linhagem

osteogénica em um microambiente semelhante ao osso (KIM et al., 2017).

Os scaffolds desempenham um papel unico na reparagao, fornecendo plataforma
adequada, permitindo o fornecimento essencial de varios fatores associados a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das células. Para aplicagbes de
engenharia de tecidos, os biomateriais geralmente servem como suporte para um tipo
de célula especifico. Além disso, deve se integrar mecanicamente e fisiologicamente
ao tecido de reparo, ou deve ser degradado sem deixar lacunas ou fissuras no tecido
que encapsula as CTM’s (DEBNATH et al., 2016).

A MEC de tecidos de mamiferos pode ser isolada, descelularizada e utilizada como
suporte biolégico (SAWKINS et al.,, 2013), uma vez que a estrutura porosa é
caracteristica distintiva do tecido 6sseo natural, projetos de scaffolds adicionais que
incluem uma estrutura de microporos, podem fornecer um beneficio adicional as
células semeadas em condi¢cdes de crescimento favoraveis, migracdo de células

hospedeiras e diferenciacdo osteogénica aprimorada (KIM et al., 2017).

Substitutos de enxerto 6sseo, como matriz 6ssea descelularizada e desmineralizada,
foram desenvolvidos para superar as limitagcdbes de autoenxertos e aloenxertos. As
deficiéncias dos aloenxertos incluem questdes de processamento, esterilizacao,
transmissdo de doencas e potencial resposta imunogénica, com altas taxas de
fraturas e complicagdes, atribuidas a sua capacidade limitada de revascularizar e
remodelar (SAWKINS et al., 2013).

A matriz 6ssea bovina fetal € similar com as matrizes 6sseas presentes nas zonas de
crescimento e nos calos 6sseos formados em areas de cicatrizacdo de fraturas,
apresentando caracteristicas singulares que se diferenciam daquelas observadas na
MEC adulta (BULLARD; LORENZ, 2003; SWANSON; VIVIAN, 1997).

Observacgodes clinicas e analises experimentais sugerem que a cicatrizacao de feridas
em tecidos fetais € diferente quando comparados a tecidos adultos, portanto, uma
compreensao da biologia da matriz 6ssea fetal tem um grande potencial para estudos

na regeneracao de feridas e aplicacoes clinicas (LONGAKER et al., 1991).
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2.1.1 Hidrogéis

Hidrogéis sao polimeros hidrofilicos que podem absorver até milhares de vezes o seu
peso seco em agua. Podem ser quimicamente estaveis ou dissolver. Sua capacidade
de absorver agua se deve a grupos hidrofilicos acoplados ao polimero e sua
resisténcia a dissolucdo e a reticulagdo entre as cadeias poliméricas (AMARAL,
2018).

Tém sido investigados como potenciais candidatos para estudar a migragcéo e
proliferacdo de CTM'’s, tornando-se uma opg¢ao promissora para a bioengenharia de
tecidos, pois ao mesmo tempo podem ser utilizados como suporte para o crescimento

celular e para a liberagao de moléculas moduladoras da MEC (HUANG et al., 2016).

Suas propriedades finais podem ser prontamente ajustadas para conter pistas e
gatilhos para adesdo e fungdo celular (incluindo migracdo, proliferacédo e
diferenciagao), bem como ajustar as propriedades mecanicas e de degradacao dos
materiais (HUANG et al.,, 2016). De maneira geral, a estrutura dos hidrogéis,
mimetizam a estrutura de tecidos, tornando-os propicios para a acomodacao de

células e liberagao de substancias soluveis (AMARAL, 2018).

Os hidrogéis podem ser classificados ainda de acordo com sua origem em sintéticos
e naturais (AHMED, 2015). Dentre os hidrogéis sintéticos pode-se citar poliacido
acrilico, polietileno glicol, poli alcool vinil, poliacrilamida e polipeptideos (CRUZ-
ACUNA e GARCIA, 2017).

Esses materiais podem fornecer suporte mecéanico para varios tipos de células. No
entanto, carecem de fatores enddgenos essenciais para o0 comportamento celular e
atuam principalmente como local de suporte para permitir a funcdo celular. Assim,
hidrogéis sintéticos precisam de modificagdo com componentes bioldgicos adequados

para promover sinais de funcao nas células (PARK et al., 2021).

Os hidrogéis naturais sdo compostos de substancias como colageno, alginato, acido
hialurénico e outros que promovem varias funcdes celulares com uma variedade de
fatores endogenos presentes, que podem beneficiar a viabilidade, proliferacdo e
diferenciagao de muitos tipos de células. No entanto, devido a complexidade e
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natureza indefinida desses hidrogeéis, é dificil determinar com muita precisao quais

sinais promovem na fungao celular (PARK et al., 2021).
2.1.2 Biomateriais a base de hidrogel

Sao compostos por macromoléculas naturais ou polimeros sintéticos e possuem um
grande potencial devido a sua natureza biocompativel, biodegradavel e sua

capacidade de interacao celular intrinseca (CHAUDHARI et al., 2016).

Uma das principais caracteristicas na formacdo de hidrogel € que os biomateriais
usados, devem ser capazes de formar uma rede de malha polimérica sélida sob a
influéncia de varios fatores, como pH e temperatura. A biocompatibilidade dos
hidrogéis é atribuida a sua semelhanga com os componentes macromoleculares do
corpo (CHAUDHARI et al., 2016).

Os hidrogéis sado formados através de ligagdes cruzadas covalentes ou nao
covalentes de polimeros. Um equilibrio entre a adesao das células ao scaffold e as
taxas de degradacao do hidrogel séo fatores essenciais para promover a formacéao de
novos tecidos (CHAUDHARI et al., 2016).

Varias hipéteses foram sugeridas, incluindo a possibilidade de que a arquitetura do
hidrogel gelificado compreende um tamanho de poro e diametro de fibra adequado
para infiltracdo de células enddgenas. Além disso, o hidrogel fornece sinaliza¢des
especificas do tecido, provavelmente através da liberacéo de fatores de crescimento
ligados, a criacao de peptideos cripticos ou a exposicao de bioativos (ABDULGHANI;
MITCHELL, 2019).

Portanto, um scaffold de hidrogel ideal deve ter excelente comportamento de
degradacao, bem como caracteristicas bem definidas, reprodutiveis e ajustaveis, para
que possa ser utilizado em diversas aplicacbes, como cicatrizacdo de feridas,
diferenciacao celular e angiogénese (CHAUDHARI et al., 2016), que € crucial no
processo de regeneracao ossea. Além do transporte de nutrientes e do recrutamento
de diferentes células, a angiogénese nos defeitos 6sseos influencia o comportamento
celular e as moléculas sinalizadoras envolvidas na regeneragdo 6ssea (DING et al.,
2021).
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2.1.3 Biomateriais a base de MEC

Os biomateriais a base de MEC séo derivados de tecidos descelularizados e tém sido
amplamente explorados para regeneracdo de tecidos in situ, devido ao fato de
fornecerem um ambiente muito semelhante ao da MEC de tecido nativo,
especialmente no que diz respeito ao comportamento celular (ABDULGHANI;
MITCHELL, 2019). Estudos anteriores sugeriram que scaffolds bioldgicos derivados
de tecidos homologos, tinham fungédo superior e eram mais adequados para reparo
tecidual em comparagdo com scaffolds derivados de tecidos ndo homologos (ALOM
et al., 2017).

O colageno € uma das proteinas abundantemente presentes na MEC. Esse composto
possui propriedades e caracteristicas semelhantes a tecidos nativos. Assim, o
colageno pode ser usado para criar géis para cultura de células (PARK et al., 2021).
A formacao de hidrogel € um processo de auto-montagem baseado em colageno que
€ regulado em parte pela presenca de glicosaminoglicanos, proteoglicanos e proteinas
da matriz (SALDIN et al., 2016), portanto, o processo de descelularizagao deve obter
a remocao suficiente de células dos tecidos de origem (SALDIN et al., 2016) mas
preservando a integridade estrutural da matriz (ABDULGHANI; MITCHELL, 2019).

Os determinantes criticos da regeneracao 6ssea incluem MEC, respostas imunes e
angiogénese. A matriz poderia regular o processo de mineralizagdo, pois fornece
pistas mecanicas para induzir a diferenciacdo osteoblastica e a formacao de osso
maduro. A angiogénese é crucial no processo de regeneracdo 6ssea. Além do
transporte de nutrientes e do recrutamento de diferentes células, também influencia o
comportamento celular e as moléculas sinalizadoras envolvidas na regeneracao
ossea (DING et al., 2021).

2.2 BIOMATERIAIS NA CULTURA DE CELULAS

Por muito tempo, a cultura de células bidimensionais (2D) foi realizada em placas de
pocos planos amplamente disponiveis para imitar o corpo humano. No entanto, em
um sistema de cultura 2D, as células se espalham nas superficies planas e duras e
proliferam de forma nao natural. Ha uma diferenca na morfologia celular, funcoes e
comportamento geral, portanto, a cultura de células deve ser adaptada para refletir
melhor o ambiente natural (PARK et al., 2021).
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Durante a regeneracgao tecidual in situ, um suporte de biomaterial especifico do tecido,
sozinho ou em combinagdo com fatores de crescimento, & implantado no local do
tecido danificado (ABDULGHANI; MITCHELL, 2019).

As células do ambiente natural estdo inseridas na MEC, formando uma complexa
estrutura tridimensional (3D). A MEC desempenha o papel de regular as interagdes
entre células, adesao celular, diferenciagdo e crescimento. Espera-se que o
biomaterial ocupe totalmente a anatomia do local do defeito, fornegca um
microambiente instrutivo para promover e recrutar CTM’s hospedeiras in vivo, fornecer
estimulantes para desencadear cascatas de cura nativas, promover a diferenciagao e
a proliferagao celular (ABDULGHANI; MITCHELL, 2019).

Sendo assim, uma compreensao da composicdo e estrutura do biomaterial é
fundamental para o desenvolvimento de novas culturas 3D e prever mecanismos
biolégicos com efeitos terapéuticos (PARK et al., 2021). Em particular, as células
cultivadas em um microambiente 3D com componentes da MEC, mostraram
morfologia realista e expressaram varios genes que nao foram expressos em uma
cultura 2D. Além disso, essas células sintetizam MEC como fazem in vivo para
regeneracao (PARK et al., 2021).

A matriz também fornece suporte estrutural até que o novo tecido seja formado sem
a necessidade de manipulagdo complicada in vitro. O resultado terapéutico do uso do
biomaterial para a regeneracao tecidual in situ depende, portanto, do homing celular
eficaz e do controle do destino celular (ABDULGHANI; MITCHELL, 2019).

2.3 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O PRP é um concentrado derivado do sangue com elevado numero de plaquetas e
pode ser produzido por centrifugacao ou aférese. Apos a centrifugacdo do sangue
total, uma camada distinta de globulos vermelhos e uma camada de plasma podem
ser distinguidas. Entre essas camadas, encontra-se a chamada buffy coat, que
contém a maior parte dos glébulos brancos e plaquetas, que é entado utilizada para a
preparacao do PRP. Em alguns protocolos, uma segunda etapa de centrifugacao da
camada leucocitaria/plasma € usada para obter um produto PRP mais purificado e
concentrado (LANG et al., 2018).
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As terapias de PRP tém sido usadas para varias indicagbes ha mais de 30 anos,
resultando em um interesse consideravel no potencial do PRP autélogo na medicina
regenerativa. Atualmente, as terapias de PRP sao op¢des de tratamento adequadas
com beneficios clinicos, no entanto, inconsisténcias nos resultados dos pacientes e
novos insights desafiaram a praticidade das aplica¢des clinicas do PRP. Uma razao
pode ser o grande numero e variabilidade de sistemas PRP e semelhantes

comercialmente disponiveis (EVERTS et al., 2020).

Esses dispositivos variam em volumes de coleta de PRP, protocolos de preparagao
que resultam em propriedades distintas de PRP e bioformula¢des. Além disso, a falta
de consenso sobre a padronizagao dos protocolos de preparacao do PRP, com relato
adequado de bioformulagdes em aplicagbes clinicas, contribui para inconsisténcias
nos resultados relatados (EVERTS et al., 2020).

Os focos principal das pesquisas realizadas, sdo a funcao plaquetaria e o modo de
acao, o efeito do PRP nos varios estagios da cascata de cicatrizagcao e o papel central
dos fatores de crescimento derivados de plaquetas em varias indicagcbes do PRP
(EVERTS et al., 2020).

2.3.1 Fatores de crescimento

As plaquetas sao uma fonte facilmente acessivel de fatores de crescimento para
apoiar a cicatrizacado 6ssea e de tecidos moles (LUCARELLI et al., 2003). Dentre eles,
0s mais relevantes que estao contidos nos granulos a das plaquetas sdo o TGF-B e o
PDGF (LANG et al., 2018).

As funcbes desses fatores de crescimento estdo relacionadas com os indices
mitogénicos, a capacidade de promover a sintese de colageno, estimulacdo das

CTM’s indiferenciadas e outros efeitos favoraveis e benéficos (EVERTS et al., 2020).

Estes fatores promovem a cicatrizacdo de tecidos moles e 6sseos por meio da
estimulacéo da producao de colageno para melhorar a resisténcia da ferida e o inicio
da cicatrizacdo. Assim, se os fatores de crescimento plaquetarios forem efetivos no
tecido da ferida, pode-se esperar uma aceleracao da cicatrizacdo. (HOKUGO et al.,
2005).
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Tal aplicagcdo de plaquetas comegou no campo da odontologia (HOKUGO et al.,
2005), em particular em cirurgia bucomaxilofacial, onde tem uma eficacia
documentada na aceleragdo da cicatrizagdo de enxertos 0sseos autdgenos. A acao
dos fatores de crescimento no material de enxerto reduz significativamente o tempo
necessario para promover a consolidacdo, maturacdo e densidade O&ssea
(LUCARELLI et al., 2003).

Outros estudos evidenciam que a liberacdo dos fatores de crescimento pelas
plaquetas contidas no PRP, pode favorecer a reparacao das lesdes e possibilitar o
mais rapido retorno a funcionalidade, possivelmente por estimular a
neovascularizagdo, que melhora o suprimento sanguineo e disponibiliza nutrientes

necessarios a regeneracao tecidual (SOUZA et al., 2014).

Em todos os estagios do processo de reparo tecidual, uma ampla variedade de fatores
de crescimento, citocinas e reguladores de acao local contribuem para as fungoes
celulares mais basicas por meio de mecanismos enddcrinos, paracrinos e autocrinos
(EVERTS et al., 2020). Uma vantagem do PRP inclui sua seguranca e as técnicas
engenhosas de preparacao dos dispositivos comerciais atuais para preparar um
material biolégico que pode ser usado em um amplo perfil de aplicacdo (EVERTS et
al., 2020).

Existem muitas maneiras possiveis de ativar o PRP, o que implica induzir a liberacao
de moléculas bioativas das plaquetas e a clivagem do fibrinogénio. Mais comumente,
trombina e cloreto de calcio sdo usados para esta finalidade. Uma vez ativado, o PRP
eventualmente formara um gel, que foi relatado como secretor de fatores de
crescimento e pode ser aplicado como veiculo de entrega para células (LANG et al.,
2018).

E ressaltado a importancia de desenvolver condicdes de cultura para expansao de
CTM’s que ndao comprometam sua capacidade de autorrenovacéao e diferenciacao.
Uma combinacdo com o gel de plaquetas obtido por PRP, fornece uma fonte

inestimavel de fatores de crescimento para reconstrucao 6ssea (LANG et al., 2018).

A busca por biomateriais apropriados é necessaria para melhorar a funcéo biologica
do PRP, no entanto, pouco tem sido feito para investigar a funcao biolégica dessa
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substancia do ponto de vista da combinagdo com biomateriais (HOKUGO et al.,
2005).

3 JUSTIFICATIVA

Através da demanda clinica existente sobre biomateriais 6sseos compativeis e

eficientes, este estudo apresenta inovagao com o uso de hidrogéis derivados de osso
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bovino fetal enriquecido com PRP, sendo um biomaterial promissor para futuras

aplicagdes na engenharia de tecidos.

O PRP é uma fonte abundante de fatores de crescimento com funcionalidades que
sdo aplicadas a reparacao tecidual 6ssea, portanto, a partir dessa pesquisa, € possivel
que se tenha uma percepcao elaborada da relacao entre biomateriais e PRP, bem
como o comportamento das células diante dos fatores de crescimento através da
cultura celular, visto que a biocompatibilidade do scaffold é importante para futuras

aplicagoes clinicas.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver hidrogel derivado de matriz 6ssea bovina fetal enriquecido com plasma

rico em plaquetas e avaliar seu potencial bioldgico.
42 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descelularizar ossos bovinos fetais para a produgéo de hidrogel.
Verificar eficacia do processo de descelularizagéo.

Produzir hidrogel de matriz 6ssea bovina com adi¢cdo de PRP.

W nh

Avaliar a biocompatibilidade e os efeitos de diferentes concentracdes de PRP

in vitro.

5. Avaliar a proliferacdo celular com hidrogeéis enriquecidos.
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5 MATERIAS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Nucleo de Bioengenharia Tecidual (NBT), com sede
no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (CCS-
UFES) bem como no Centro de Pesquisa, Inovagdo e Desenvolvimento (CPID)
localizado em Cariacica — ES com autorizacao prévia para experimentacao da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES - Processo 48/2018). O projeto
foi financiado pela Fundacao de Amparo a Pesquisa do Espirito Santo (FAPES) edital
N2 01/2020 - Projetos Inovadores e Spin-Off: T.O. 105/2021.

5.1 COLETA DO MATERIAL

Apds o abate de fémeas gestantes em abatedouro frigorifico (Frigorifico Cariacica S.A
- MAFRICAL, Cariacica - ES), foram coletados os ossos de fetos bovinos, com idade
gestacional entre sete e oito meses de desenvolvimento, que se tornariam residuos e
seriam descartados. O frigorifico € devidamente inspecionado e certificado pelo
Servico de Inspecao Federal do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(SIF/MAPA/Brasil).

ApOs a coleta, o material foi serrado em blocos de aproximadamente 2,0 a 3,0cm de
didametro e 0,5cm de espessura. Esses blocos foram acondicionados em sacos
plasticos e armazenados em caixas térmicas contendo gelo, e transportados até o

NBT, onde foram limpos e dessecados.

A selecdo dos blocos foi preferencialmente por 0ssos esponjosos que mais se
aproximavam a medida desejada (2,0 a 3,0cm de didmetro e 0,5cm de espessura).
Apos a selecao, todos os fragmentos 6sseos foram lavados em agua corrente e
distribuidos em frascos de 500mL contendo aproximadamente 50 gramas de blocos

de ossos em cada frasco.

5.2 DESCELULARIZACAO

O processo de descelularizagao foi realizado de acordo com o protocolo padrao do
registro de patente BR1020180037269 “Biomaterial de osso descelularizado

enriquecido com hidrogel de matriz extracelular 6ssea descelularizada”.
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Essa etapa ocorreu no CPDI, onde os blocos de ossos fetais foram lavados por
imersdo com aproximadamente 400mL de solu¢ao tampao Tris-HCI (10 mM, pH 7,8)
com Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) 0,4% e Deodecil Sulfato de Sédio
(SDS) 1%, sob agitagédo continua por 96 horas. As solu¢des foram trocadas a cada 12

horas.

Para finalizar o processo de descelularizagdo, os ossos foram lavados com PBS (1x)
por 48 horas sob agitacdo, com troca de solugdo a cada 12 horas para remocao de
residuos. Em seguida, o material foi submetido a uma solug&o clareadora contendo
35% de Peroxido de Hidrogénio bem como duas lavagens de PBS (1x) por 30 minutos

cada, ambas sob agitaggo.

Apos as lavagens, os ossos foram levados ao NBT para secagem em estufa a 37°C e
moidos em um moinho de ladminas circulares (10 ladminas de 184mm) com
granulometria de 0,5 - 2 cm. Operado com motor trifasico de indugao tipo rotor de

gaiola, com poténcia de 0.75 kW/1 HP-cv e 60 HZ de frequéncia.
5.3 PRODUCAO DO HIDROGEL

A partir do processo de moagem, 0S 0SSOS passaram por um processo de
desmineralizagao para retirada dos minerais. Essa etapa é realizada com HCI (0,5M)

a uma concentragao de 25mL/g de osso durante 24 horas.

Em seguida, o 0sso passou por uma lavagem com acido peracético 0,2% e apos essa
etapa, 10 lavagens de 15 minutos cada com agua destilada na concentracdo de 100
mL/g, seguida de 2 lavagens com PBS (1x) estéril na mesma concentracdo. Apés

lavados, foram liofilizados e armazenados a - 802C até o uso.

A producao do hidrogel fetal foi realizada de acordo com o protocolo de Sawkins et al.
(2013) com algumas adaptacdes. Os ossos moidos descelularizados e lavados foram
digeridos com pepsina 1 mg/mL em HCI 0,01M, formando a solucao pré-gel 10 mg/mL,

que foi armazenada a -20 °C até o uso.

O processo de gelificacao foi realizado adicionando 1/10 do volume de PBS 10x (pH
7,4) e NaOH (0,1M) até atingir o pH 7,4 (todas as solucdes estavam mantidas a

temperatura de 4°C).
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5.3.1 Incorporagéo do PRP e gelificagéo

As bolsas de PRP foram adquiridas através de doacgéo realizada pelo Banco de
Sangue do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes - HUCAM (amostras que
seriam descartadas pela instituicdo), onde foram armazenadas a -80°C até o uso.
Conforme a resolugédo n° 466 do Conselho Nacional de Saude (CNS), a utilizagdo do
PRP doado foi isenta de aprovacdo pelo comité de Etica em Pesquisa, ja que nao
foram realizados testes, medi¢cdes ou experimentos diretamente em seres humanos

nesse projeto.

O processo de ativacao plaquetaria do PRP foi realizado de acordo com o protocolo
de Lucarelli et al. (2003) e Siegmund et al. (2018) com algumas adaptacodes.
Adicionou-se 330uL de Cloreto de Calcio (100mg/mL) a 10mL PRP para ocorrer a

ativacao plaquetaria. Em seguida, realizou-se a incorporagao ao hidrogel.

A concentracado de PRP ativado foi através de um percentual estabelecido para esse
estudo. O percentual avaliado foi de 10% e 20%. Em seguida, o pré-gel com o PRP

foi colocado a 37°C por 1 hora para a gelificar.
5.4 AVALIACAO DA DESCELULARIZACAO

5.4.1 Quantificacdo de DNA

Para essa analise, foi utilizado o protocolo de extracao salina do estudo de Hanotte et
al. (1992), adaptado por David Vieites - U.C. Berkeley.

As amostras de ossos fetais descelularizados (FD, n=8) e fetal controle (FC, n=8)
foram alocadas em microtubos de 2mL estéreis contendo solugcédo de lise composta
por 410uL de buffer de extracao (0,2mL Tris 1M pH 8/ 0,4mL NaCl 5M / 0,4mL EDTA
0,5M pH 8 / 19mL de agua ultrapura), 80uL de SDS a 10% e 15uL de proteinase K

(20ug/uL).

Posteriormente, os tubos foram incubados a 55°C overnight e em seguida,
centrifugados a 13.700 rpm por 5 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para novos
microtubos e adicionou-se 180uL de NaCl 5M. As amostras foram homogeneizadas
até a formacao de um precipitado de cor branca. Os tubos foram novamente
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centrifugados a 13.700rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi transferido para novos

microtubos e foram adicionados 800uL de isopropanol gelado.

Os microtubos foram homogeneizados e centrifugados a 13.700rpm, desta vez por 7
minutos e em seguida o sobrenadante foi descartado. No tubo remanescente,
adicionou-se 250puL de etanol a 80% e homogeneizado suavemente. Os microtubos
foram centrifugados a 13.700rpm por mais 7 minutos e novamente foram adicionados
250uL de etanol a 80% e homogeneizados novamente. Realizou-se outra vez a
centrifugacdo dos microtubos a 13.700rpm por 7 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Para a evaporacao do etanol residual, o material foi exposto a 55°C por

30 minutos em estufa estéril.

O DNA contido nos microtubos das amostras foi suspendido em 50uL de agua
ultrapura e mantidos overnight em geladeira a 4°C para diluicdo. Para finalizar,
procedeu-se com leitura em equipamento espectrofotbmetro (Modelo NanoDrop®
2000, Thermo Scientific) no Laboratério Multiusuario de Analises Biomoleculares
(LABIOM) do Centro de Ciéncias da Saude — CCS/UFES.

5.4.2 Avaliacao de SDS residual

A analise de SDS residual foi elaborada utilizando uma adaptacao do ensaio de azul
de metileno descrito por ZVAROVA et al. (2016).

Primeiramente, foi confeccionada uma curva padrao de SDS a partir de uma solugao
de SDS a 2%. Foram transferidos 1TmL da solu¢cdo de SDS a 2% para um tubo
contendo 1mL de azul de metileno a 0,0125%. Diante dessa solu¢do, com
concentracao resultante de SDS a 1%, foram realizadas diluicbes em 8 pontos
distintos (0,5% até 0,01%) e em seguida prosseguiu-se com a leitura das diluicdes em

triplicata a 650nm em Espectrofotdmetro (Modelo Varioskan Flash, Thermo Fisher).

Para a mensuracéao de SDS residual, foi utilizado o osso em granulo, a matriz digerida
(pré-gel) e o hidrogel fetal, todos analisados em quadruplicata. Para quantificar, SuL
de cada amostra foram transferidos para microtubos de 2mL e em seguida, pipetados
igualmente em cada tubo o volume de 495uL de solucdo de azul de metileno a
0,0125%. As amostras foram agitadas e deixadas em repouso por 30 minutos.



32

Apos essa etapa foi adicionado 1mL de cloroformio em cada microtubo, depois
agitados e deixados em repouso por 30 minutos. As amostras foram lidas em triplicata

na faixa de 650nm em espectrofotometro (Modelo Varioskan Flash, Thermo Fisher).

5.4.3 Quantificacdo de coladgeno

Foi utilizado o teor do aminoacido hidroxiprolina através do protocolo adaptado de
meétodos descritos por Edwards; O’brien (1980) e Reedy; Enwemeka (1996) por
espectrofotometria. Nessa analise, utilizou-se os ossos fetais moidos in natura e os

ossos descelularizados.

Inicialmente, as amostras de tecido foram pesadas e acondicionadas em tubos de
15mL contendo 50pL de hidroxido de sddio (7N) para ocorrer a hidrélise alcalina.
Como branco, foi utilizado um tubo contendo apenas 50uL de hidroxido de sédio, que
foi submetido a todas as etapas do processamento. Os tubos foram autoclavados a
120°C (p = 98,1 kPa) por 40 minutos.

Em seguida, foram adicionados aos tubos 50uL de acido sulfurico (3,5M) para
acidificagdo do hidrolisado. Neste momento, as amostras diluidas em 100uL foram
avolumadas, adicionadas a 900uL de agua destilada. Uma aliquota de 50puL foi

transferida para um novo microtubo.

Para realizar a curva padrao de hidroxiprolina (Sigma Aldrich, USA) foi utilizada uma
solugdo com 1000ug/mL do aminoacido. As diluicbes foram realizadas de forma
seriada com agua destilada na proporcao 1:1, de modo que os diluidos presentes nos
microtubos apresentassem concentracées entre 1 e 0,00048 mg/mL de hidroxiprolina.

De cada microtubo diluido, também foram transferidos 50uL para novos microtubos.

Foram adicionados as amostras de aliquotas da curva padrao e ao branco, 450uL de
Cloramina T (0,0025M), ap6s 25 minutos, em temperatura ambiente, foram
adicionados 500 puL de reagente de Erlich (0,5M) e em seguida foram mantidos em

banho maria a 60°C por 15 minutos.

Por fim, as amostras foram aliquotadas em microplaca de 96 pocos em triplicata, para
serem lidas a absorbancia de 560nm em leitor de placa (Modelo Varioskan Flash,
Thermo Fisher). Os valores de absorbéancia obtidos foram calculados utilizando a

equacao da curva padrao.
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5.5 ANALISE DE BIOCOMPATIBILIDADE DOS HIDROGEIS
5.5.1 Cultivo de células-tronco mesenquimais

Foram coletadas amostras de tecido adiposo humano de aproximadamente 0,5 cm?
de didmetro obtida de cirurgias ortopédicas de corregcdo. A coleta das amostras foi
realizada no Hospital Infantil Nossa Senhora da Gléria, Vitoria (ES) que seguiram para
o Nucleo de Genética Humana e Molecular da UFES (NGHM-UFES). Essa pesquisa
teve aprovacao pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos sob o numero
do parecer CAAE: 2.171.595.

A cultura celular a partir do tecido adiposo coletado foi realizado baseado no protocolo
de Zuk (2001). O fragmento de tecido adiposo coletado foi lavado extensivamente com
PBS (1x), para a remog&o de impurezas e cortado em fragmentos menores. Esses
fragmentos foram cultivados em meio basal DMEM- high glucose (Invitrogen, South
America), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, South
America), adicionando 1% (v/v) de antibi6tico/antimicotico (Sigma Aldrich, EUA) e
incubados por 37°C/5% CO2.

Ao atingir uma confluéncia de aproximadamente 90%, as células foram submetidas
ao processo de cultura secundaria. A partir dos testes de diferenciacdo celular
(condrogénica, adipogénica e osteogénica) sugeriu-se que as células fossem
classificadas como células-tronco mesenquimais pelo grupo de pesquisa do NGHM-
UFES. Esse material foi cedido ao NBT para o estudo de biocompatibilidade dos

hidrogéis.

Para cultura de rotina, as CTM’s foram incubadas a 37°C/5% CO2 com meio basal
Stable Cell™ DMEM-high glucose (Sigma Aldrich, EUA) suplementado com 10% (v/v)
de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, South America) e 1% (v/v) de
antibiético/antimicotico (Sigma Aldrich, EUA). A troca do meio de cultura foi realizada
a cada 3 dias. As células foram visualizadas e fotografadas através do microscépio

Axio Observer 3 (Zeiss).
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5.5.2 Avaliacdo da atividade metabdlica celular

As CTM’s humanas foram colocadas em placas de 96 pocos na densidade de
10%/poco e foi adicionado 100uL de hidrogel fetal enriquecido com PRP (10 e 20%).
Como controle, foi utilizado o hidrogel fetal puro a fim de avaliar o efeito das diferentes
concentragdes do PRP no hidrogel e sua relagdo com a cultura celular, bem como
CTM’s sem hidrogel.

5.5.2.1 Efeito de diferentes concentracées de PRP

Apods o plaqueamento do hidrogel, 10% e 20% de PRP ativado foram adicionados aos
pocos. Como controle, foi utilizado o hidrogel fetal puro. Os meios foram substituidos
a cada 3 dias e ap6s 6 dias de cultivo foi realizado o teste de MTT. No sexto dia, as
células foram incubadas com 50uL de solugédo MTT (5mg mL-1) a 450uL de DMEM-
High Glucose durante 4 horas, a 37°C e a 5% CO2.

Posteriormente, a solugdo de MTT foi descartada, foram adicionados 500uL de alcool
isopropilico acido e a placa foi incubada durante 1 hora a 37 °C para dissolver os
cristais de formazan. Em seguida, a absorbancia foi medida a 570nm em
espectrofotometro (Modelo Varioskan Flash, Thermo Fisher). Os experimentos foram

realizados em oitoplicata.
5.5.2.2 Curva de proliferacao celular

Para a curva de crescimento celular durante a incubagao com o hidrogel enriquecido
com PRP, as CTM’s foram plaqueadas em 3 placas diferentes, uma para cada dia de

leitura, pois nesse teste, o MTT seria realizado nos dias 3, 6 e 9 apds a incubacao.

A partir do plaqueamento do hidrogel, 10% e 20% de PRP ativado foram adicionados
aos pocos das 3 placas. Como controle, foi utilizado o hidrogel fetal puro. Os meios
foram substituidos a cada 3 dias e no terceiro, sexto e nono dia apds o inicio da cultura
celular, foi realizado o teste de MTT: as células foram incubadas com 50uL de solucéo
MTT (5mg mL-1) a 450uL de DMEM-High Glucose durante 4 horas, a 37°C e a 5%
Cco2.
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Em cada dia de analise, a absorbancia foi medida a 570nm em espectrofotdmetro
(Modelo Varioskan Flash, Thermo Fisher). Esse experimento foi realizado em

oitoplicata.

5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras de hidrogel fetal foram liofilizadas e cobertas de ouro em metalizador
(Desk V, Denton Vaccum). A visualizacdo das amostras e captura de imagens, foram
realizadas pelo microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV operado a

20KV com filamento de Tungsténio).

5.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prisma (Prism 6,
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram expressos
como média + erro padrao da média. A analise estatistica foi realizada avaliando a
normalidade dos dados através do teste de Shapiro-Wilk e utilizando o teste t de
Student para amostras independentes e ANOVA de uma e duas vias, seguido do teste
de Tukey para multiplas comparagdes. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 AVALIACAO DA DESCELULARIZACAO E FORMACAO DO HIDROGEL
6.1.1 Aspecto visual do osso descelularizado e producéo do hidrogel

Apoés a descelularizagao, o osso fetal apresentou aspecto esbranquicado, sugerindo
a eficacia na remocéo de células e gordura, que em seguida, passou pelo processo
de moagem, desmineralizacdo e execucao do hidrogel enriquecido, como mostra a

Figura 1.

Figura 1: Blocos de osso fetal in natura (A), bloco de osso fetal descelularizado (B), osso fetal moido
descelularizado e desmineralizado (C), hidrogel fetal (D), hidrogel fetal enriquecido com 10% de PRP
(E) e hidrogel fetal enriquecido com 20% de PRP (F).
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6.1.2 Quantificacdo de SDS residual

A curva padrédo confeccionada com concentragcoes de SDS entre 0,01% e 0,5%
(R=0,989) esta exposta na Figura 2.

4-

R=0,989
Y =5.950"X - 0.1435

Absorbancia [A]
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0.0 0.2 0.4 0.6
Concentragdo (%)

Figura 2: Curva padrao de SDS confeccionada com concentracées entre 0,25% e 0,01%. R=0,989.

O SDS remanescente das amostras de osso fetal em granulo, da matriz digerida (pré-
gel) e do hidrogel fetal estdo exibidos na figura 3.

0.04 #
0.03- T
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Granulo Matriz Hidrogel

Figura 3: Detergente residual em amostras de osso fetal em Granulo (n=4), Mariz Digerida (n=4) e
Hidrogel Fetal (n=4). Os dados estdo expressos como média + EPM; (*p<0,05 granulo vs hidrogel;
#p<0,05 granulo vs matriz; 1p<0,05 matriz vs hidrogel; 2-way ANOVA, p0s teste de Tukey.



38

A andlise dos dados demonstrou que houve diferenga estatistica significativa para o
valor percentual de SDS residual (SDS%) presente na amostra Granulo (0,026% *
0,024 n=4) e Matriz (0,016% % 0,001 n=4) com p = 0,0004, bem como entre amostras
Granulo e Hidrogel (0,011% + 0,002 n=4) com p = <0,0001. Houve ainda diferenca

significativa entre as amostras Matriz e Hidrogel (p=0,0280).

Em virtude das analises, pode-se afirmar que a quantidade de SDS final encontrada
no hidrogel foi de aproximadamente 0,012%. Anteriormente as etapas de lavagem e
de execucgao do hidrogel, a concentragdo de SDS no osso em granulo e da matriz
eram de 0,026% e 0,017% respectivamente. Estes resultados demonstram que as
etapas de lavagem e de diluigbes para produzir o hidrogel promoveram uma reducao
de aproximadamente 50% da concentragao de SDS residual presente nas amostras

apos a descelularizagéo.
6.1.3 Quantificacdo de DNA

A figura 4 exibe uma comparacgao entre o 0sso fetal controle (ndo descelularizado), o
osso fetal descelularizado e o hidrogel fetal, avaliando a eficiéncia do processo de

remogao das células.

15000

10000 = mm [ETAL CONTROLE
FETAL
5000+ DESCELULARIZADO
HIDROGEL FETAL

DNA Peso Seco (ng/mg)

FC FD HF

Figura 4: Concentragdo de DNA em ng/mg de tecido seco dos diferentes grupos. Fetal Controle (FC,
n=8), Fetal Descelularizado (FD, n=8) e Hidrogel Fetal (HF, n=8). Os dados estdo expressos em média
+ EPM; *p<0,05 fetal descelularizado vs fetal controle; #p<0,05 hidrogel fetal vs fetal descelularizado.
2-way ANOVA, pds teste de Tukey.
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Quando se compara os valores de DNA das amostras fetais controle (FC= 9650,95
ng/mg + 9011 n=8) e descelularizadas (FD= 24,23 ng/mg + 17,27 n=8), apura-se uma
reducéo significativa (p = 0,0091), cerca de 99,75% de DNA para o osso fetal.

Seguindo o processo de preparo do hidrogel, quando o osso passa pela fase de
desmineraliza¢do, a quantidade de DNA nas amostras reduziu ainda mais. O hidrogel
de origem fetal (HF= 3,34 ng/mg £ 1,75 n=8) apresentou cerca de sete vezes menos

DNA do que o tecido ésseo descelularizado.

6.1.4 Analise de hidroxiprolina

A partir da quantidade de hidroxiprolina presente nas amostras, obteve-se a curva
padrao com concentragdes entre 1 e 0,00048 mg/mL (R=0,9907), como mostra a

Figura 5.

0.201r=0,9907
Y = 0.1233*X + 0.04581

0.154
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Figura 5: Curva padrao de hidroxiprolina confeccionada com concentragées entre 1 e 0,00048 mg/mL.

Os resultados da concentracao de hidroxiprolina no osso fetal descelularizado e no

osso fetal in natura (controle) estao expostos na Figura 6.
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Figura 6: Concentracao de hidroxiprolina por mL de tecido digerido. Osso fetal controle descelularizado
(CF, n=4) e Osso Fetal in natura (OF, n=4). Os dados estao expressos em média + EPM. Teste t ndo
pareado).

Nao houve diferenca significativa entre as amostras de Controle Fetal (CF 35,14
mg/mL + 6 n=4) e o Osso Fetal in natura (OF 35,43 mg/mL + 1,83 n=4). Conforme os
resultados, afirma-se que o processo de descelularizagdo manteve as concentragoes
de hidroxiprolina no osso fetal (p= 0,9291) validando a integridade do colageno

presente na matriz extracelular.
6.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Foi observada a microarquitetura dos hidrogéis derivados de MEC 6ssea bovina fetal
enriquecida com PRP, através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Os
resultados estao exibidos na Figura 7. Pequenos granulos foram encontrados

(indicados pelas setas brancas) e serao discutidos posteriormente.
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Figura 7: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura da arquitetura dos hidrogel de MEC
Ossea fetal pura (A, B e C), hidrogel enriquecido com 10% de PRP (D, E e F), 20% de PRP (G, Hel) e
o PRP liofilizado (J, K e L). Barra de escala: A, D, Ge J: 100pm, B, E,He K: 100pm e C, F, | e L: 10um.
Com 100x, 200x, 1.000x de magnificagao, respectivamente. Setas brancas indicando a presenca de

granulos.
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6.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E PROLIFERACAO CELULAR
6.3.1 Cultivo de células-tronco mesenquimais

Avaliando a biocompatibilidade dos hidrogéis, as CTM’s apresentaram uma morfologia
tipica fibroblastéide, na qual as células sdo alongadas e fusiformes (Figura 8),

conforme descrito por Motaln e Schichor (2010).

K

—_ it

Figura 8: Células-tronco mesenquimais demonstrando sua morfologia fusiforme. Barra de escala: A:
100 pm, B: 50 um. Aumento de 100x e 200x, respectivamente.

6.3.2 Proliferacao celular

Na atividade metabdlica celular, observou-se que a proliferagao celular foi sensivel ao
PRP. Na analise comparativa, o crescimento foi dependente do percentual aplicado,
ou seja, os valores de MTT aumentaram a medida que a porcentagem de PRP

aumentou (Figura 9).
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Figura 9: Avaliacdo da proliferagdo celular por MTT apés 3 dias de cultivo celular. Os dados estdo
expressos em meédia + EPM; *p<0,05 controle vs 10%; #p<0,05 10% vs 20%; 2-way ANOVA, pos teste
de Tukey.

Esse crescimento foi proporcional as doses, portanto, 20% de PRP induziu um maior
indice de proliferacao (1,884 £ 0.022 n=8) comparado a 10% (1,441 + 0,144 n=8) ou
ao hidrogel fetal puro (1,017 £ 0,216 n=8).

Na avaliagdo em curva de crescimento, os resultados foram similares. Ao longo dos 9

dias de experimento, houve aumento progressivo da proliferagao celular, como mostra

a Figura 10.
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Figura 10: Avaliagao de proliferagao celular por MTT ap6és 3, 6 e 9 dias de cultivo celular. Os dados
estao expressos em média £+ EPM; *p<0,05 controle vs 10% e 20%; #p<0,05 10% vs 20%; 1p<0,05
10% vs 20%; 2-way ANOVA, pos teste de Tukey.
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Comparando o percentual aplicado, foi evidenciado que 20% de PRP (1,130 + 0,761
n=8) estimula ainda mais esse crescimento quando comparado as amostras tratadas
com 10% de PRP (0,999 + 0,659 n=8) ou aquelas que foram cultivadas com hidrogel
fetal puro (0,545 + 0,424 n=8).
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7 DISCUSSAO

Embora existam avangos progressivos em pesquisas sobre bioengenharia tecidual, a
busca por um tratamento convincente para a regeneracao de tecido ésseo ainda é
complexa (SHRIVATS; MCDERMOTT; HOLLINGER, 2014). Recentemente, essa
investigagcado constante por novas alternativas eficazes e seguras para a regeneragao
0ssea, resultou em inovagdes que podem ser clinicamente impactantes. A utilizagcao
de arcaboucgos de matrizes teciduais descelularizadas, podem ser consideradas um
marco para a proxima geragao de biomateriais que estdo sendo desenvolvidos (LI et
al., 2015).

De uma maneira geral, os protocolos de descelularizagdo 6ssea encontrados na
literatura, foram todos padronizados ou destinados a tecidos maduros adultos, que
possuem composicdo de matriz extracelular diferente dos tecidos fetais ou neonatais
(BENDERS et al., 2013).

Diante disso, buscando desenvolver um biomaterial derivado de tecido 6sseo fetal, a
descelularizacdo mostrou-se eficaz para a remocao de células e matéria orgéanica. A
avaliacao da descelularizagao foi feita através da quantificagcdo de DNA, SDS residual

e hidroxiprolina.

O detergente utilizado na descelularizagcdo (SDS), atua solubilizando as membranas
celulares e as membranas nucleicas, sendo eficaz para a remocédo de células,
entretanto, essa mesma substancia pode desnaturar proteinas, remover
glicosaminoglicanos, promover alteracbes na estrutura e bloquear o crescimento
celular em tecidos descelularizados (HE et al., 2017; FERNANDEZ-PEREZ;
AHEARNE 2019).

De acordo com Zvarova e colaboradores (2016), existe um limiar citotoxico de
concentracao de SDS residual diferente para cada tipo de célula. Nas CTM’s
humanas, o limiar encontrado foi de 0,002%, sendo que nesse estudo, o percentual
encontrado no hidrogel foi de 0,012%, inferindo que o SDS residual das amostras

pode ter influenciado no nivel de proliferacao celular.

De acordo com Crapo, Gilbert e Badylak (2011), a quantificacdo de DNA residual é
considerada o padrdao ouro para confirmacdo de uma descelularizacao eficiente.
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Diante dos resultados, sugere-se que o protocolo de descelularizagdo obteve sucesso,

promovendo uma diminui¢ao significativa na quantidade de DNA no tecido 6sseo.

Os niveis de DNA residual foram decrescentes a medida que 0s processos iam
ocorrendo, um fato que € considerado comum de acordo com o estudo de FU et al.,
(2016), pois os processos para producao do hidrogel diminuem a quantidade de DNA
e mantém-se em uma faixa inferior que 50 ng/mg, sendo esse valor considerado

padrao por Crapo, Gilbert e Badylak (2011).

O fato do tecido nativo fetal (FC) ter apresentado um alto nivel de DNA em relagao,
esta relacionado com o tipo de amostra coletada, pois comparando com o estudo de
LEI et al. (2015), as amostras in natura exibem maior conteudo organico, sangue e

células, sendo assim, mais DNA.

Seguindo com a avaliacdo da descelularizagdo, Sawkins e colaboradores (2013)
consideraram que a hidroxiprolina forma 14,3% do colageno total no tecido ésseo,
sendo assim, o teor desse aminoacido é usado como parametro para estabelecer a

quantidade de colageno em tecidos.

Com base no estudo de Friedrich (2017), quanto maior a concentragao de detergente
utilizado na descelularizagcéo, maior é a chance de remover moléculas importantes da
matriz, como o proprio colageno, dessa forma, conclui-se que apesar do SDS residual
estar alto o suficiente para influenciar na proliferacdo celular, ndo comprometeu a

integridade do colageno presente na matriz extracelular do osso fetal.

O colageno € um componente essencial para uma boa reticulacdo do hidrogel. O
estudo de LI et al. (2018) relata que o colageno contribui para promover a proliferacao
e diferenciacao das células-tronco mesenquimais ésseas, induzindo a osteogénese.
Sendo assim, os hidrogéis derivados de MEC sao reticulados pela molécula de

colageno, formando uma rede tridimensional.

Quanto maior a quantidade desse polimero, maior sera o grau de reticulacao e mais
rigido ficara o hidrogel (LI et al., 2018), portanto, a rigidez do hidrogel influencia na
quantidade e qualidade celular. Os resultados desse estudo sugerem que a
qguantidade de colageno presente nas amostras sao adequadas e nao possuem uma
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diminuicdo exacerbada ao passar pela descelularizagao, logo, o hidrogel ndo deveria

ter sua reticulagao prejudicada.

Ao enriquecer o hidrogel com PRP, a viscosidade aumentou progressivamente de
acordo com o percentual aplicado. Isso pode ser justificado juntamente com o estudo
realizado por Lucarelli et al. (2003), descrevendo que a amostra apresenta mais
viscosidade a partir do momento em que a trombina € liberada através do ativador

plaquetario.

Um resultado semelhante foi relatado no estudo de Ahmadipour et al. (2020), onde
desenvolveram um hidrogel derivado do composto quimico silsesquioxano e utilizaram
o PRP como agente co-gelificante e intensificador de crescimento celular. Os
hidrogéis foram caracterizados quanto a sua injetabilidade, tempo de gelificagao,
temperatura de transicdo de fase e viscosidade. Esse trabalho obteve hidrogéis

viscosos, com maior forga mecéanica e potencializaram o crescimento celular.

O hidrogel enriquecido com PRP desenvolvido nesse estudo também obteve aumento
na taxa de proliferagcao celular, concluindo que os fatores de crescimento, os efeitos
apos liberacao da trombina e as demais caracteristicas bioquimicas dessa substéancia,

auxiliam e potencializam a atividade mitética de CTM’s.

O crescimento observado foi proporcional as doses, sendo que, 20% de PRP induziu
um maior indice de proliferagcdo comparado a 10% ou ainda, quando comparado ao
hidrogel fetal puro (controle). Este resultado foi semelhante ao estudo promovido por
Lucarelli et al. (2003), que evidenciou aumento nos valores de MTT proporcionais as
porcentagens aplicadas na cultura, comparadas aquelas que nao foram tratadas com
PRP.

Essa proporgcdo nao deve ser aumentada progressivamente, pois de acordo com o
trabalho desenvolvido por Nagata et al. (2011), amostras com mais de 30% de PRP
podem se tornar citotoxicas, sendo assim, altas concentragcdes de PRP podem

suprimir o crescimento celular.

Na avaliagdo em curva de crescimento, os resultados foram similares. Ao longo dos 9

dias de experimento, houve um aumento progressivo da proliferacao celular.
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Comparando novamente com o percentual aplicado, provou-se que a estimulagédo da

proliferacao das CTM’s foi proporcional as doses aplicadas.

Entretanto, pode-se observar que a proliferagéo foi estabilizada entre os dias 6 e 9
nas amostras tratadas com 20% de PRP isso pode ter acontecido por conta da
ativacdo plaquetaria com Cloreto de Calcio, pois Rodriguez e colaboradores (2014)
relataram que essa substéncia ativa e coagula o PRP, que posteriormente liberara

fatores de crescimento ao longo de 7 dias.

Sendo assim, pode-se inferir que houve uma diminuicdo na entrega de fatores de
crescimento necessarios para potencializar a proliferacao celular, deixando claro que
ha uma necessidade de veiculos de entrega eficazes e capazes de liberar os fatores

derivados do PRP por um longo periodo para maximizar seu potencial.

Outro ponto a ser observado é que durante os dias 6 e 9, houve um decréscimo nos
niveis de proliferacao celular nas culturas tratadas com hidrogel puro, evidenciando
que as células cultivadas com PRP obtiveram um crescimento constante ao longo dos
dias, corroborando o estudo de Lucarelli et al. (2003) em que os fatores de
crescimento contidos no PRP podem aumentar a taxa de proliferacao celular, sendo

vantajoso para aplicagées clinicas.

Como discutido anteriormente, o SDS residual encontrado nas amostras estava
elevado (0,012%) e poderia prejudicar o indice de proliferagcao celular. Apesar dos
resultados do MTT serem satisfatorios em relagcao aos percentuais de PRP aplicados,
€ valido considerar que o nivel de crescimento das CTM’s poderia ser maior caso o
teor de SDS residual encontrado fosse abaixo do padrao (0,002%) estabelecido por
de Zvarova et al. (2016).

Uma outra limitacdo deste estudo € que nao foi identificado qual fator ou fatores de
crescimento sao responsaveis pela proliferacao celular induzida pelo PRP. Porém,
devido ao elevado numero de fatores contidos, a identificacdo da combinacao exata

qgue induz a proliferacdo, exigira novos testes e novas estratégias de investigacao.

As imagens obtidas pelo MEV permitem a visualizacdo do arcaboucgo proteico dos
hidrogéis, que sao essenciais para formar uma rede tridimensional. Essas imagens

sao similares as encontradas no estudo de Amaral (2018), que realizou esse
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experimento com hidrogel a partir de MEC de osso bovino para visualizar a

ultraestrutura do hidrogel.

Pequenos granulos foram observados nas imagens dos hidrogéis enriquecidos com
PRP (indicados pelas setas), sugerindo ser as plaquetas que foram adicionadas ao

biomaterial durante o processo.

Comparando as imagens do hidrogel enriquecido com 10 e 20% de PRP com o PRP
puro, observa-se uma semelhanga entre os granulos. Figuras similares foram
encontradas no estudo de Tomaiuolo et al. (2020), onde realizou analises através das
imagens de plaquetas no MEV, levando a conclusdo de que os granulos encontrados
poderiam de fato ser as plaquetas e que o enriquecimento do hidrogel ocorreu de

forma adequada.

O hidrogel desenvolvido de MEC fetal enriquecida com PRP é inédito, apresenta um
grande potencial para estudos na area da bioengenharia tecidual auxiliando na busca

por biomateriais que promovam a regeneracao éssea.

Esse biomaterial ja demonstrou aumentar a porcentagem do volume Osseo e
mineralizacdo em modelos in vivo (GOTHARD et al., 2015), portanto, realizar testes
de diferenciacédo osteogénica com esse hidrogel, € uma alternativa interessante a fim
de analisar se os fatores de crescimento contidos no PRP potencializam a

diferenciacao das CTM’s, assim como potencializam sua proliferacao.

Dessa forma, o conjunto dessas analises podera contribuir de maneira significativa na
descoberta de biomateriais aplicaveis na bioengenharia de tecidos para o reparo

o6sseo.

E valido ressaltar que nos ultimos anos, uma série de artigos vem relatando hidrogéis
e suas vantagens para aplicagdes clinicas, entretanto, muitos aspectos nao sao
completamente esclarecidos. Embora n&o seja esperada uma compreensao completa
de uma area recente e complexa, muitas questées importantes foram comprovadas,

e os efeitos da interacao entre hidrogel e PRP foram analisados.
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8 CONCLUSAO

A partir do trabalho realizado, foi possivel obter conclusdes importantes acerca do
comportamento da MEC dssea através das etapas de descelularizagdo, avaliagdo da
eficiéncia, producao do hidrogel, cultura in vitro, sobre as interferéncias e limitagoes

as quais o estudo se submete bem como a investigagao dos efeitos descritos.

O mecanismo proposto foi capaz de aumentar os niveis de proliferacao celular,
portanto, cabe ressaltar que os resultados apresentaram boa correlagdo com os
principios tedricos encontrados na bibliografia. Mesmo em fase inicial, o biomaterial

desenvolvido apresentou potencialidade de aplicagao.

Observou-se que a descelularizagdo ocorreu de maneira eficaz, removendo as células
e matéria organica do 0sso nativo. Os testes que seguiram para avaliar essa eficiéncia
mostraram que o DNA foi reduzido e o colageno da matriz manteve-se presente.
Todavia, o SDS residual n&do exibiu niveis adequados de acordo com a literatura,
exigindo que novas lavagens sejam realizadas a fim de reduzir esse percentual e

tornar o biomaterial mais seguro para o cultivo celular.

Outra observacao incide sobre a producao do hidrogel e o enriquecimento com PRP,
o qual tem influéncia sobre a potencializacao da proliferacéo celular. Essa interacéo,
foi importante para comprovar que através da ativagao plaquetaria, foi possivel
aumentar a viscosidade do hidrogel, tornando-o mais adequado para futuras

aplicagoes clinicas.

A biocompatibilidade desse hidrogel mostrou-se satisfatoria, visto que o teste de MTT
apresentou crescimentos celulares progressivos de acordo com o percentual aplicado
de PRP, evidenciando que essa substancia € promissora para auxiliar na busca por

biomateriais compativeis e que promovam o repovoamento de células no scaffold.

Considerando a inovacgao do hidrogel enriquecido com PRP e os efeitos relacionados,
alguns aspectos precisam ser aperfeicoados. Como avaliar as propriedades
mecanicas do hidrogel a fim de aprimorar sua viscosidade ainda mais, avaliar a
diferenciacao osteogénica das células cultivas com o hidrogel enriquecido com PRP
e por fim, identificar e quantificar os fatores de crescimento presentes no PRP aplicado
ao hidrogel, pois apesar do presente estudo ter um objetivo aplicado, ainda necessita
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de melhorias para futuramente colaborar com aplicagdes clinicas na bioengenharia de

tecidos O0sseos.
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