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Introducéo

O desenvolvimento de biomateriais para a regeneracao de defeitos 6sseos criticos
é um aspecto fundamental da bioengenharia de tecidos 6sseos (KACAREVIC et al.,
2019). Esses materiais devem possuir caracteristicas adequadas de rigidez, resisténcia e
biocompatibilidade, além de serem bioativos, com propriedades que promovam a
osseointegracdo e osteoconducgdo para garantir sua eficacia nos enxertos 6sseos (SANZ
et al., 2019). No entanto, biomateriais sintéticos frequentemente apresentam alto custo
e, em muitos casos, ndo conseguem replicar a estrutura do tecido nativo, o que reduz sua
bioatividade. Portanto, o desenvolvimento de novos biomateriais é de particular
interesse.

Agregados plaquetérios, obtidos a partir da centrifugacdo do sangue periférico
do proprio paciente, emergem como biomateriais promissores e clinicamente relevantes,
por seu baixo custo, origem autologa e propriedades intrinsecas que favorecem a
regeneracao tecidual (MIRON et al., 2017). A fibrina rica em plaquetas (PRF), uma
evolucao da primeira geracdo de agregados plaquetarios, representa uma técnica simples
e acessivel que tem mostrado resultados positivos na clinica (DOHAN et al., 2006).
Diferentes protocolos podem ser adotados para aprimorar as caracteristicas da
membrana PRF, incluindo a adicdo de componentes especificos. A inclusdo de albumina
sérica, por exemplo, pode conferir a membrana uma arquitetura mais estavel, com menor
degradacdo ao longo do tempo (GHENO et al., 2021). A adicdo de microesferas de
carbonatoapatita nanoestruturada (nCHA), por outro lado, pode proporcionar uma
estrutura altamente bioabsorvivel, com bioatividade e osteocondutividade que se
assemelham ao tecido 6sseo nativo (CALASANS-MAIA et al., 2015).

Nesse contexto, este projeto propbe o desenvolvimento de duas membranas
biologicas bioativas - PRF adicionada de albumina (Alb-PRF) e de microesferas de
carbonatoapatita (Alb-PRF + nCHA) - e investigou seus efeitos biologicos sobre o

comportamento de células 6sseas de relevancia para o reparo 0sseo.

Metodologia
Membranas de Alb-PRF foram preparadas a partir de amostras de sangue de 10
doadores saudaveis, conforme o esquema da Figura 1, seguido da adi¢do de microesferas

de ncHA durante a polimerizacao para formar a membrana Alb-nCHA-PRF.
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Figura 1. Protocolo de producéo das membranas de Alb-PRF. Fonte: os autores.

A viabilidade, proliferacdo, mineralizacdo e atividade da fosfatase alcalina de
osteoblastos humanos MG63 expostos aos eluatos dessas membranas foram avaliadas. As
amostras foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura (SEM) e a liberacéo
de citocinas e fatores de crescimento foi quantificada. A analise estatistica foi realizada

usando o software Graphpad Prism 8.

Resultados

Uma avaliacdo multiparamétrica revelou que na membrana Alb- PRF houve
liberag&o de fatores de crescimento como PDGF-BB e VEGF, assim como a liberagdo das
citocinas IL-6 e IL-8. J& na membrana Alb-PRF+ nCHA, o PDGF-BB foi o fator de
crescimento mais abundante, ao passo que as citocinas com maior concentracéo eram IL-
8, RANTES e MCP-1. (Figura 2).
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Figura 2: Heatmap das concentragdes de 27 analitos dosados em meio de cultura de
células, apos a incubacdo das membranas Alb-PRF e Alb- PRF+ nCHA por 24h.

Os eluidos de 24 horas destas membranas foram usados para estimular a
proliuferacdo de osteoblastos humanos MG-63 por até 7 dias de tratamento (Figura 3). A
partir do dia 3 de exposicao aos eluidos, tanto o grupo Alb-PRF quanto o grupo Alb-PRF+

NCHA estimularam a proliferacédo celular comparado ao controle de meio.
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Figura 3: Proliferacdo de células MG63, por até 7 dias ap0s exposicao a extratos de ALB-
PRF, ALB- PRF + nCHA, ou meio de cultura (controle). Um asterisco indica diferenca

significativa (p<0.05) com relacédo a todos 0s outros grupos experimentais.

A capacidade dos biomateriais em estimular a biomineralizacdo dos osteoblastos,
foi avaliada com o corante vermelho de alizarina, capaz de marcar depositos de calcio
(Figura 4). No tempo de 24 horas ndo houve diferenca entre 0s grupos e o controle mas,
a partir do dia 7, o grupo Alb-PRF apresentou maior potencial de biomineralizacéo,

tendéncia que se manteve ao longo dos demais tempos experimentais.
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Figura 4. Biomineralizac&o in vitro das células MG63 expostas por até 3 semanas ao
eluido das membranas ALB-PRF ou ALB-PRF+ nCHA. Um asterisco indica diferenca
significativa (p<0.05) com 0s outros grupos.

A fosfatase alcalina € uma enzima que atua no processo de mineralizacdo e
contribui também para a diferenciacéo de osteoblastos. A Figura 5 mostra que 0s maiores
picos de atividade foram detectados para o grupo Alb-PRF, em todos os tempos

experimentais a partir do sétimo dia de exposicéo.
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Figura 5: Avaliacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina liberada por osteoblastos
MG63 no meio de cultivo ao longo de 3 semanas de exposicdo aos biomateriais.

Asteriscos indicam diferenca significativa comparado a todos os outros grupos (p<0.05).
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Discussao

A associacdo entre membranas de fibrina rica em plaquetas enriquecidas com
albumina desnaturada (Alb-PRF) e microesferas de hidroxiapatita carbonatada
nanostruturada (ncHA) demonstrou uma modificagdo significativa na dinamica de
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas, 0 que impactou diretamente o
comportamento osteogénico das células MG63. A adicdo das microesferas de ncHA,
embora tenha promovido uma estrutura tridimensional robusta, reduziu a liberagéo inicial
de proteinas bioativas, resultando em uma diminuicdo na proliferagdo celular,
mineralizacédo e atividade de fosfatase alcalina em comparacdo com a Alb-PRF isolada.
Esses achados sugerem que a alta capacidade de adsorcdo proteica das microesferas de
ncHA pode ter interferido na disponibilidade imediata de mediadores biolégicos cruciais
para a regeneracdo 0ssea, comprometendo os efeitos esperados da Alb-PRF nas fases

iniciais do processo osteogénico.

Apesar disso, observou-se que a liberacdo de fatores de crescimento pelas
membranas Alb-ncHA-PRF aumentou ao longo do tempo, embora ainda inferior a Alb-
PRF sem ncHA. Esse padréao sugere que os efeitos biologicos dessa combinacao podem ser
mais pronunciados em tempos mais longos, o0 que aponta para a necessidade de
investigacOes adicionais para otimizar a solubilidade e a taxa de bioresorcéo do material.
Esse entendimento poderd proporcionar melhorias no design de biomateriais que
maximizem a eficacia na regeneracdo 0ssea, particularmente em cenarios onde o controle
da liberacdo de fatores de crescimento e a manutencdo da estrutura tridimensional sdo

cruciais.

Do ponto de vista clinico, a Alb-PRF se mostra promissora como uma membrana
reabsorvivel para regeneracdo 0ssea guiada (GBR), devido a sua capacidade de liberar
gradualmente fatores de crescimento e fornecer uma estrutura biocompativel que facilita a
reparacao tecidual. J& a combinacdo de Alb-PRF com microesferas de carbonatoapatita
pode ter um papel importante na recuperacao de defeitos ésseos criticos, oferecendo um
suporte estrutural adicional que pode ser particularmente Gtil em contextos onde a
regeneracdo Ossea necessita de uma base tridimensional estavel. Estudos clinicos
preliminares ja apontam o desempenho interessante dessas membranas na regeneracao
tecidual, destacando seu potencial como uma alternativa eficaz aos materiais tradicionais
utilizados em procedimentos de GBR e reparo de defeitos dsseos, e sugerem que

otimizagGes futuras poderdo ainda mais maximizar seu impacto terapéutico.
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Concluséo

Foi possivel desenvolver biomateriais com capacidade de liberar importantes mediadores
bioldégicos como fatores de crescimento e citocinas, atuando de modo positivo no
comportamento de células 6sseas, incluindo estimulo a proliferacdo e diferenciagdo in
vitro. Estes resultados abrem caminho para ensaios pré-clinicos e clinicos que possam

comprovar a seguranca e eficacia destes biomateriais.
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