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RESUMO

Objetivo: Avaliar o comportamento celular e a expresséo génica de osteoblastos
humanos cultivados sobre a superficie rugosa de titdnio e expostos as
membranas de fibrina rica em plaquetas (PRF) e modificadas com albumina (Alb-
PRF). Métodos: Osteoblastos humanos foram cultivados sobre discos de titanio
grau 4 em meio osteogénico incompleto. Apos a adesao por 24 horas, as células
foram submetidas a exposicao direta de membranas de PRF ou Alb-PRF por até
21 dias. A viabilidade celular foi avaliada apds 7 dias pelo teste de MTT, a
expressao génica apos 14 dias por meio de reacdo de PCR em tempo. Os dados
foram avaliados por ANOVA e teste de Tukey (a = 5%). Resultados: A exposicao
ao PRF e Alb-PRF induziu a formacédo de esferbides a partir de 7 dias e
mantendo-se estavel esta estrutura até 14 dias. O PCR demonstrou uma
expressdo génica semelhante entre os grupos PRF e Alb-PRF, com maior
expressédo dos genes ALP, Runx-2 e OC que o grupo controle (P < 0,05).. OPG
foi diminuida em todos os grupos expostos as membranas de forma direta e
indireta, sendo ainda maior no indireto intensa (P < 0,01). Conclusao: Foi
possivel observar que a exposicdo as membranas de PRF e Alb-PRF estimulou
a organizagdo de osteoblastos em esferoides concomitante com uma maior
expressdo dos genes relacionados a osteogénese. As membranas de PRF e

ALb-PRF diminuiram a expresséao de OPG em exposicéao direta e indireta.

Palavras-chave: PRF, ALB-PRF, Osteoblastos, Titanio.



ABSTRACT

Objective: The objective of the study was to evaluate the cellular behavior and
gene expression of human osteoblasts cultured on the surface of minimally rough
titanium exposed to platelet-rich fibrin membranes (PRF) and their modification
with albumin (Alb-PRF). Methods: Human osteoblasts were cultured on
minimally rough grade 4 titanium discs (12.7mm in diameter x 2mm in height) in
incomplete osteogenic medium. After adhesion for 24 hours, the cells were
subjected to direct exposure to PRF or Alb-PRF membranes for up to 21 days.
Cell viability was assessed after 7 days by the MTT test, expression after 14 days
by real-time PCR reaction. The data were evaluated by analysis of variance and
Tukey's test at a significance level of 5%. Results: It was possible to verify that
the exposure to PRF and Alb-PRF induced the formation of spheroids from 7
days and remaining in this structure for up to 14 days. The results of the PCR
analysis showed a similar gene expression between the PRF and Alb-PRF, with
greater expression of the ALP, Runx-2 and OC genes than the control group (P
<0.05).. Conclusion: It was possible to observe that the exposure to the
membranes of PRF and Alb-PRF stimulated the organization of osteoblasts in
spheroids concomitantly with a greater expression of genes related to
osteogenesis.

Key words: titanium; osteoblasts; platelet aggregates.
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1 INTRODUCAO

Os implantes dentéarios se tornaram a principal opcéo para a reabilitacdo
bucal devido a possibilidade de repor dentes perdidos sem danificar os
elementos adjacentes, além de estimular a manutencéo do volume do rebordo
alveolar (Albrektsson & Sennerby, 1990). O titanio é o material de escolha para
a fabricacdo destes implantes devido as suas propriedades mecéanicas
favoraveis, excelente resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade, as quais
permitem o suporte das cargas mastigatérias sem que se inicie um processo de
rejeicdo pelo tecido 6sseo (Branemark et al., 1969).

Apesar de biocompativel, o titanio é considerado um material bioinerte, ou
seja, a regeneracdo 0ssea no sentido de promover a osseointegracdo dos
implantes dentarios depende fundamentalmente da capacidade de resposta do
tecido 6sseo (van Steenberghe et al., 2002). Isto € um motivo para que implantes
instalados em sitios de baixa qualidade déssea, como a regido posterior da
maxila, ou instalados em pacientes com comprometimento metabdlico como o
diabetes e a osteoporose apresentem uma menor previsibilidade de sucesso
(Zinger et al. 2005; Kubo et al., 2009). Assim, a evolucdo da implantodontia
esteve intimamente relacionada com esforcos para modificar a superficie do
titAnio, conferindo aos implantes dentarios um potencial também osseoindutor
gue estimule a regeneracao 0ssea (Yonekura et al., 2011).

A topografia, composicdo quimica e a molhabilidade da superficie do
tithnio mostraram-se importantes fatores que influenciam o processo de
osseointegracdo. Deste modo, consagrou-se nos ultimos anos o uso de

implantes dentarios com a superficie asperizada por processos quimicos ou
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jateamento  abrasivo, criando assim superficies minimamente ou
moderadamente rugosas para interagir com as ceélulas do tecido 6sseo. A
capacidade de adesédo e proliferagdo celular, assim como a capacidade
osteogénica das células mesenquimais e osteoblastos sdo influenciadas pela
interacdo com as superficies dos implantes tratadas (Chakravorty et al., 2012).

Emboras nas duas utimas décadas a maioria das pesquisas tenha se
concentrado na interacdo da superficie de implantes dentdrios com o tecido
0sseo, a cicatrizacdo do tecido mole peri-implantar tem sido o foco de muita
discusséo devido ao seu papel fundamental na manutencéo da osseointegracao
a longo prazo. Neste sentido, tem se difundido o uso dos concentrados
plaquetarios na implantodontia com o objetivo de melhorar a resposta tecidual
ao redor dos implantes (Wang et al., 2017).

O concentrado denominado fibrina rica em plaquetas (PRF), desenvolvido
na Franga por Choukroun et al. em 2001 (Dohan Ehrenfest et al., 2018) como
uma evolucdo do plasma rico em plaguetas (PRP). O PRF deriva de uma
polimerizacdo natural, lenta e progressiva que ocorre durante a centrifugacao,
que pode aumentar a incorporacdo das citocinas circulantes nas malhas de
fibrina. O PRF tem demonstrado significativo efeito na cicatrizacao de feridas de
tecidos moles pelo estimulo da angiogénese derivado da presenca de fatores de
crescimento, incluindo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator transformador de crescimento
B1 (TGF- B1) (Masuki et al., 2016). Entretanto, o PRF é rapidamente
metabolizado no organismo, em cerca de 14 dias ap0s a implantancéo in vivo, o
que limita o tempo de acdo no tecido e sua utilizacdo como barreira para a

técnica de regeneracéo tecidual guiada (Cabaro et al., 2018).
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Um novo protocolo para a producdo de membranas é realizado com um
tratamento térmico da camada de plasma mais superficial apds a centrifugacao
para melhorar as propriedades de trabalho do PRF. Enquanto o teor de fator de
crescimento encontrado no PRF é normalmente perdido durante os protocolos
de aquecimento padrdo, métodos recentes para reincorporar o PRF liquido,
incluindo células da camada leucocitaria, favorecem um contetdo mais elevado
de células e fator de crescimento chamado de Alb-PRF. O Alb-PRF incorporou
células vivas com altos niveis de liberacdo de fator de crescimento por até 10
dias ou mais, sendo uma membrana solida, mais estavel, moldavel e opaca que
foi proposta para uso como barreira para tecidos moles com um tempo
reabsorcdo de 4 a 6 meses ap0ls a implantancéo in vivo (Fujioka-Kobayashi et
al., 2021).

Apesar do PRF e Alb-PRF serem biomateriais autdgenos promissores
para aplicacdo na cirurgia oral, implantologia e dermatologia (Gheno et al., 2020),
ainda nao foi avaliado o potencial de estimulgdo de ambos os materiais tanto

para fibroblastos como para osteoblastos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Remodelacdo e modelagéo na osseointegracao

Na fisiologia 6ssea normal a formacéo e a reabsorcéo estao relacionadas
em tempo, grau e espaco, uma vez que neoformacao 0ssea sO € iniciada apds
0 estabelecimento da area de absorcdo. O metabolismo 6sseo € influenciado por
varios fatores hormonais, locais, comportamentais e ambientais, além de forcas
mecanicas, elétricas, quimicas e magnéticas. Esse mecanismo € relativamente
rapido no osso trabecular e mais lento no osso cortical (Manea et al., 2019).

Alteracbes a niveis citoplasmaticos se iniciam e se estendem
profundamente pela matriz 6ssea recentemente sintetizada via osteoblastos e
ficam em contato com processos osteociticos em seus canaliculos. Pode-se
encontrar frequentemente os complexos juncionais (jungcbes comunicantes)
entre osteoblastos (Gemini-Piperni et al., 2014).

A osteblastogénese € um fendbmeno complexo que tem em seu primeiro
passo 0 compromisso das células troncos mesenquimais com um osteo-condro
progenitor, impulsionados pelo fator WntlOb, que inibem, também a
diferenciacéo pré-adipocitaria. Esse comprometimento é realizado pela ativagao
de fatores de transcricdo pro-osteogénicos como runx2 (Jue et al., 2014).

Estudos demonstram que o que o fator de transcricdo Runx2 desempenha
um papel fundamental no desenvolvimento do esqueleto, por ser um gene
fundamental para a diferenciacéo de osteoblastos. O envolvimento da linhagem
osteoblastica na osteoblastogénese é realizado ndo apenas pela ativacéo de

fatores de transcricdo pro-osteogénicos, mas também pela supressao do fator
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adipogénico ativador de proteina ligante a (C-EBPa) e o receptor ativado por
proliferador de peroxissomo Y (PPAR Y). Por outro lado, altos niveis de
sinalizacao Wnt, juntamente com a presenc¢a d Runx2, promovem ainda mais a
osteoblastogénese as custas da diferenciagdo de condrécitos (Takarada et al.,
2016).

Sob os estimulos descritos acima, 0s precursores de osteoblastos sofrem
proliferacdo e diferenciacdo em pré-osteoblastos, diferenciando-se apdés em
osteoblastos maduros, alterando a morfologia das células osteoprogenitoras
fusiformes para osteoblastos grandes e diferenciados, de forma cubica,
depositados na superficie da matriz dssea. Nos Ultimos estagios de sua
diferenciacéo, o osteoblasto torna-se uma célula de revestimento plana ou um
ostedcito (Root et al., 2020).

Durante a biossintese da matriz extracelular e mineralizagdo da matriz,
observa-se uma variacdo na expressdo do marcador de osteoblastos: ALP e
receptor de paratiredide tipo 1 (PTH1R) aumentam na primeira fase, diminuem
quando a mineralizacdo progride e os osteoblastos se tornam ostedcitos,
enquanto outros marcadores como a osteopontina, ostocalcina e sialoproteina
0ssea, aparecem e aumentam durante a mineralizagdo (Martin et al., 2020).

Além disso, os osteoblastos desempenham um papel crucial na formacéo
de osteoclastos, produzindo duas citocinas osteoclastogénicas essenciais: fator
estimulante de colbnia de macrofagos (M-CSF), um fator de crescimento capaz
de estimular a proliferacéo de precursores de osteoclastos e ligante do receptor
ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), uma citocina transmembrana
pertencente a familia do TNF expressa por osteoblastos, que interage com seu

receptor RANK na superficie de pré-osteoclastos. A RANK localiza-se na
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superficie de precursores de osteoclastos e de osteoclastos maduros. Seu
principal papel é a inibicdo da apoptose dos osteoclastos e a estimulacdo da
diferenciac@o e ativacdo dessas células, desencadeando a osteoclastogénese
(Paula-Silva et al., 2020).

Os osteoblastos também secretam osteoprotegerina (OPG), um receptor
chamariz para RANKL, que tem um papel osteoprotetor. De fato, a OPG € uma
proteina secretada que possui a mesma forma da estrutura do dominio
extracelular do RANK, de modo que se liga ao RANKL, e por meio de outros
receptores presentes nos osteoclastos, prevenindo a sua interagdo com o RANK,
com uma consequente inibicdo da osteoclastogénese. Seus efeitos sé&o
antagonicos aos da RANKL. Diversas citocinas e compostos, como O0s
estrogenos, influenciam a génese de osteoclastos por meio da regulacdo da
producdo de RANKL/OPG pelas células estromais e pelos osteoblastos (Paula-
Silva et al., 2020).

A osteoprotegerina (OPG), receptor ativador de fator de necrose tumoral
(NF-kB [RANK]), e a citocina RANK ligante (RANKL) tém sido identificadas como
os principais fatores envolvidos na génese de osteoclastos (Paula-Silva et al.,
2020).

A Biomineralizacdo € o processo pelo qual a hidroxiapatita é depositada
na matriz extracelular. Supde-se que ocorram 0S mesmos eventos que os da
mineralizacdo da cartilagem. Esses eventos envolvem a liberacéo de vesiculas
matriciais, vesiculas envoltas por membrana extracelular (50-200nm de
diametro), que séo formadas por brotamento polarizado da membrana superficial

dos condrocitos e osteoblastos (Rocha et al., 2012).



20

A matriz extracelular inicia sua mineralizacao pela nucleacao dos cristais
de hidroxiapatita dentro das vesiculas da matriz, seguindo com uma propagac¢ao
da formacéo de hidroxiapatita da membrana para a matriz extracelular. Logo em
seguida, os fosfolipidios de ligagdo ao calcio (incluindo a fosfatidilserina), as
proteinas de ligagédo ao célcio, a sialoproteina 6ssea e as anexinas formadoras
do canal de calcio fazem com que ocorra um acumulo de calcio dentro das
vesiculas da matriz (Rolin et al., 2018).

Em continuidade ao processo de mineralizacdo os cristais de
hidroxiapatita crescem para a matriz extracelular, preenchendo os espacos entre
as fibras de colageno tipo I. Este alongamento dos cristais de hidroxiapatita
necessita de concentracdes apropriadas de célcio e fosfato fora das vesiculas
da matriz (Huesa et al., 2012).

A racao entre o Pi e o pirofosfato inorganico (PPi) é muito importante nesta
fase. O PPi inibe a formacdo da hidroxiapatita e € formado pela NPP1 (uma
isoenzima nucleotideo pirofosfatase — fosfodiesterase). O PPi também é
produzido por ANKH (homélogo da anquilose progressiva) que tem como funcéo,
transportar o PPi do interior pera o espacgo extracelular. A fosfatase alcalina ndo
especifica tecidual (TNAP) realiza a hidrélise do PPi para gerar duas moléculas
de Pi, promovendo assim a mineralizacdo da matriz. A atividade osteoblastica é
finalizada por uma inibicdo por feedback negativo ou mesmo pela inducéo da
apoptose do osteoblasto, realizada pelo TNF liberado pelas células medulares
vizinhas (Muller et al., 2019).

O tecido 0sseo é dinamico e esta constantemente em processo de
remodelacdo para manter a estabilidade biomecanica e a regulacdo da

homeostase mineral de todo o organismo. O tecido ésseo estd em
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constantemente remodelacéo. Apds o crescimento e a modelagem do esqueleto
terem sido completados, cerca de 20% do osso trabecular esta passando por
remodelacao e cerca de 8 -10% do tecido 6sseo € substituido anualmente (Paula
Silva et al., 2020).

A remodelacdo é um processo acentuado que envolve um complexo
evento de diferenciacéo celular. Ela permite a substituicdo do osso velho e ou
danificado por osso novo e mecanicamente competente. Anormalidades desse
processo ocorrem em algumas das doengas mais comuns que afetam os seres
humanos, como a osteoporose, periodontite, artrite e ostedlise induzida por
tumor. O remodelamento 6sseo € um processo complexo regulado por uma
variedade de fatores bioquimicos e mecéanicos, envolvendo a primeira
reabsorcdo 6ssea, realizada pelos osteoclastos, que sado células gigantes,
multinucleados (4 a 20 ndcleos), altamente especializadas em remover a matriz
Ossea antiga, e a formacdo 6ssea realizada pelos osteoblastos, colaborando
estreitamente nas unidades multicelulares basicas (BMU) (Capariello et al.,
2014).

O primeiro passo para o remodelamento 0sseo € a fase de reabsor¢ao,
seguida pela fase de reversao, fase de formacao e a fase de mineralizacdo. Os
osteoclastos fazem uma ligacao com superficie 6ssea e iniciam um processo de
secrecao de enzimas acidas e hidroliticas com a funcao de digerir a matriz 6ssea,
levando a degradagcédo dos componentes minerais, organicos e na liberacdo de
inUmeros fragmentos minerais e colagenosos do tecido 0sseo, fendmeno
denominado reabsorcdo Ossea. Os osteoclastos reabsorvem entéo, o tecido
0sseo e formam a lacuna de Howship, ocorrendo uma elevada liberagéo calcio

ou substéancias liberadas pela matriz extracelular (Andia et al., 2013).
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Ao final da reabsorcéo 6ssea, 0s osteoclastos passam pelo fendmeno de
apoptose, induzida pelo fator de crescimento transformador beta (TGF-b),
responsavel pela atracdo dos osteoblastos. Por fim, os osteoblastos passam a
ocupar o sitio de reabsor¢ao e iniciam a sintetize de matriz extracelular (ostedéide)
que, apos periodo de amadurecimento (aproximadamente 10 dias), passara pela
mineralizacdo. Ao término de cada ciclo de remodelacdo, a quiescéncia €
restaurada, mantendo assim, a manutencao da integridade 6ssea (Andia et al.,
2013).

Cerca de 5% do osso cortical € remodelado a cada ano, perfurando
gradualmente o osso, carregando um grupo de osteoclastos na ponta, cavando
um tuneo circular (cone de corte) na direcdo de carregamento dominante,
seguido por varios milhares de osteoblastos que preenchem o taneo (cone de
fechamento) para produzir um osteon secundario de osso renovado (Alves et al.,
2016).

O osso trabecular sofre o processo de remodelacao em sua superficie de
forma mais ativa (com taxas de remodelacdo anual até 10 vezes maiores). Logo
apos, o remodelamento segue para 0sso cortical, devido a razdo superficie-
volume muito maior. As primeiras células a chegarem no local da remodelacao
sdo os osteoclastos. Eles chegam através da superficie trabecular, cavando uma
vala em vez de um tuneo, com a profundidade de 40-60mm, seguido pela
osteogénese pelos osteoblastos. Os locais de remodelacdo ativos alcancam
areas de tamanhos variados, desde 50x20mm até 1000x1000mm (Poole et al.,
2005).

Existem grandes diferencas entre os dois tipos de cicatrizacdo 0ssea (ou

seja, ha auséncia ou presenca de um implante de titanio), tanto no nivel macro
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guanto no nivel celular e molecular. Um fator crucial para esse processo é o
efeito da superficie do implante sobre os diferentes componentes bioldgicos que
entram em contato com sua superficie assim que este € introduzido no defeito
0sseo preparado cirurgicamente (Shah et al., 2019).

Apés a insercdo do implante, o tecido 6sseo, que por sua vez é produto
de uma longa histéria de adaptacdo estrutural e funcional a todos os tipos de
efeitos bioldgicos intrinsecos, é confrontado com um evento fisico para o qual
ndo ha preparacgédo prévia. Em contraste com as fraturas, em condic¢des eletivas
e ideais, o préprio material do implante ocupara rapidamente a maior parte do
0sso removido cirurgicamente. No entanto, a introducdo de uma superficie
estranha € um novo elemento para o ambiente ésseo e as propriedades dessa
superficie desempenham um papel importante no comportamento das células
gue entram em contato com ela (Shah et al., 2019).

Com modificacdes nas escalas de comprimento micron, sub-micron e
nano, a superficie do implante influencia a sequéncia de adsorcao de proteinas,
adesdo plaquetdria e hemostasia, ativacdo do complemento, inflamacéo e
resposta celular osteogénica. Assim sendo, a superficie do implante é capaz de
modular a inflamacdo, a formacdo Ossea, a remodelacdo éssea e as
consequéncias funcionais e / ou biomecanicas desses eventos (Shah et al.,
2019).

Para que ocorra o fendmeno da osteointegracao € necessario um numero
suficiente de células pré-osteoblasticas (isto é, células-tronco mesenquimais),
bem como sua diferenciacdo subsequente e atividade biossintética. Portanto, a
osseointegracao requer que as proteinas encontradas pelas células suportem ou

promovam ativamente essas atividades, subsequentes a fixacéo e proliferacao.
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As proteinas adsorvidas a superficie do implante apos a sua instalagdo apoiam
a adesdo celular, migracdo e possivelmente proliferacdo de células
osteoprogenitoras. Os osteoblastos in vitro parecem depender principalmente de
vitronectina ou fibronectina adsorvida para adeséo e proliferagédo inicial, em
materiais incluindo titanio, aco inoxidavel e hidroxiapatita. Assim, a capacidade
dos materiais de adsorver tais proteinas (em um estado ativo) do soro determina
sua capacidade de suportar a adesédo e proliferacdo celular e, portanto, € um
aspecto importante de sua biocompatibilidade (Wilson et al., 2005).

Um dos primeiros tipos de células a entrar em contato com os biomateriais
de implante sdo aquelas derivadas da linhagem mondcito / macrofago. Estes
incluem osteoclastos e células gigantes multinucleadas (MNGCs). Analogo a
remodelacdo O0ssea normal, os osteoclastos tém sido considerados por muito
tempo como desempenhando um papel fundamental na preparacdo da
superficie do implante para a formacéo 6ssea pelos osteoblastos imediatamente
apos a instalacdo do implante. Em animais e humanos, os genes e marcadores
osteogénicos e osteoclasticos sdo expressos em células aderentes ao implante
relativamente cedo (comecando na primeira semana) apds a implantacao (Shah
et al., 2019).

A interacdo entre RANK, expresso por osteoclastos progenitores e
osteoclastos, e seu ligante RANKL, expresso por osteoprogenitores e
osteoblastos, promove a diferenciacdo de osteoclastos e remodelacdo é6ssea,
enquanto OPG, um receptor secretado por osteoblastos bloqueia RANKL,
atenua a remodelacéo 6ssea. Este acoplamento de osteoblastos e osteoclastos
também é importante durante os estagios iniciais apos a insercao do implante. A

magnitude e a expressao temporal de RANK, RANKL e OPG em células
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aderentes a implantes difere entre superficies de titdnio usinadas e anodizadas.
Durante a cicatrizagao inicial, uma razdo RANKL / OPG aumentada, expressao
aumentada de catepsina K e fosfatase &cida resistente, concomitante com
expressdo aumentada de fosfatase alcalina e osteocalcina, e um alto nivel de
contato osso-implante em implantes anodizados em comparagdo com implantes
usinados indicam que as propriedades da superficie do implante modulam
eventos bioldgicos criticos no estagio inicial na interface osso-implante (Shah et
al., 2019).

Biguetti et al. (2018) mostraram que ap6s 3 dias da instalacdo de
implantes de titdnio em modelo animal, a interface osso-implante é preenchida
principalmente por coagulo sanguineo e infiltrado inflamatério. O coagulo
sanguineo foi evidenciado por eritrécitos, circundados por uma rede eosinofilica
e discreta da rede de fibrina, também permeada por infiltrado inflamatério com
predominio de células mononucleares. Ao sétimo dia apés a implantacéo, houve
uma diminuicao significativa do coagulo sanguineo, enquanto a densidade de
area de fibroblastos e vasos sanguineos aumentou significativamente, como
consequéncia da formacdo de um tecido de granulacdo transitério. Células
robustas e cubodides alinhadas, com morfologia tipica de osteoblastos, também
foram observados produzindo nova matriz 6ssea entre a superficie do implante
e 0 0SSO pré-existente.

Apos 7 dias, lacunas de reabsorgéo osteoclastica e um pequeno namero
de osteoclastos foram encontrados ao redor dos restos 0sseos e do 0Sso pré-
existente. De 14 a 21 dias, os componentes do tecido de granulagéo diminuiram
significativamente em torno dos espacos dos fios de Ti, enquanto a matriz 6ssea

recém-formada aumentou nessas regides. A matriz 6ssea recém-produzida foi
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depositada imediatamente adjacente aos espacos dos fios 6sseos, indicando o
contato direto entre a superficie do implante e 0 0sso apés 14 e 21 dias. As areas
espalhadas ao redor dos espacos do fio de Ti e osso foram deixadas com tecido
mole, incluindo tecido conjuntivo e medula 6ssea apés 21 dias (Biguetti et al.

2018).

Figura 1- Representacao gréfica de eventos microscopicos e moleculares ao longo do
modelo de osseointegracéo oral em camundongos.
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O processo de osseointegracdo na cavidade oral de C57BI / 6 exibiu fases de sobreposicdo ao
longo de 3, 7, 14 e 21 dias ap0s a implantacéo do Ti. O processo de cicatrizagdo ocorre com um
coagulo sanguineo organizado e uma expressdo aumentada de fatores de crescimento (TGFb,
VEGFb), fatores imunoldgicos e marcadores MSC. Posteriormente, forma-se um tecido de
granulacéo provisorio, com alta expresséo de fatores de crescimento e marcadores osteogénicos
anteriores (BMPs, ALP e Runx2). Citocinas (TNF, IL6, IL1, IL10), quimiocinas (CXCL3, CCL2,
CCL5, CC17, CXCL12 e CXC3CL1) e receptores de quimiocinas (CCR2 e CCR5) regulam a
infiltracdo de células inflamatérias e a resposta imune. ARG1 (um marcador M2) é regulado em
locais de implantagdo, indicando uma predominancia de uma resposta do tipo M2 para
macréfagos. Em pontos de tempo tardios (14 e 21 dias), a matriz 6ssea esta significativamente
aumentada, também seguida pela expressao de Collal e Col21a2. O processo de remodelacédo
/ maturacéo 6ssea € marcado por um pico de expressao de MMPs, RANKL e OPG aos 14 dias,
e um aumento da presenca de osteoclastos. Por fim, ha um contato intimo Ti / osso, com
expressdo dos marcadores finais de diferenciacdo dos osteoblastos (PHEX, SOST) (Biguetti et
al., 2018).
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2.2 Interface osso x implante

O tecido 6sseo é um material anisotrépico composto, forte e leve, de
multiplas escalas, que apresenta uma hierarquia microestrutural. Temos a
nanoescala (a fibora de colageno mineralizada e o mineral extra-fibrilar), a
microescala (a estrutura conforme visivel ao microscopio), a mesoescala
(particularmente a relacdo entre 0sso esponjoso e cortical) e toda a escala
6ssea. A escala de varias centenas de nanémetros, 0 0sso mineralizado é
composto por componentes elementares como a hidroxiapatita, moléculas de
colageno de forma cilindrica e agua. Na escala de 1-10 ym, o tecido 6sseo é
constituido por uma ultraestrutura composta por fibras coldgenas e espacos
extrafibrilares (Gao et al., 2019).

Além de sua natureza em multiescala, o tecido 6sseo pode adaptar sua
estrutura por meio de fenémenos de remodelacéo, que induzem a alteracées em
sua estrutura e propriedades mecanicas para acomodar a presenca de um
implante. A retencdo de implantes no 0sso é determinada por fenémenos que
ocorrem em sua interface com o tecido 6sseo, tais como o0 atrito ou o
imbricamento mecanico. A rugosidade da superficie influencia a sua estabilidade
mecanica. Implantes com tratamentos de superficie rugosas podem estimular a
reparacao do tecido 6sseo (Gao et al., 2019).

O implante de biomateriais no tecido 06sseo para restaurar a
funcionalidade do 6rgdo tratado tornou-se uma técnica comum em cirurgia
ortopédica e odontoldgica. O titanio € um material amplamente utilizado por

apresentar propriedades biocompativeis exclusivas e importantes para o
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processo da osseointegracdo. Além disso, fornece baixa toxicidade e boa
estabilidade mecanica a longo prazo (Sundell et al., 2017).

O titanio é atualmente considerado um biomaterial imunomodulador em
vez de um metal inerte, uma vez que a implantacdo de Ti no 0sso estéa associada
a um pequeno grau transitério de inflamacdo, envolvendo uma cascata de
eventos biologicos celulares e extracelulares que ocorrem na interface osso-
implante até que a superficie do implante esteja coberta por um 0sso recém-
formado levando a osseointegracdo, um processo bioldégico que melhora a
estabilidade do implante por meio da remodelacao 6ssea (Biguetti et al., 2018).

ApOGs exposicdo ao ar, uma fina camada (5-10 nm de espessura) de
dioxido de titanio (TiO2) desenvolve-se espontaneamente sobre a superficie do
metal de titAnio. Esta pelicula de TiO2 restringe a libertacdo de espécies
idnicas/moleculares de Ti para o meio, conferindo assim um efeito protetor ao
ambiente biolégico. Portanto, o meio bioldgico circundante interagira com esta
camada de oxido (Sundell et al.,, 2017). A composi¢cdo quimica do 6xido é
considerada importante para as propriedades de osseointegracdo, uma vez que
influencia a adsorcédo de proteinas na superficie exposta imediatamente apds
sua instalacdo cirdrgica. As proteinas adsorvidas desencadeiam uma resposta
imunolégica ao implante, eventualmente levando ao recrutamento de
osteoblastos para a regido da superficie. A superficie do 6xido carrega uma
carga negativa em pH fisioldgico. Foi sugerido que isso promove a formacao de
um composto de calcio amorfo na superficie do implante, que atua como um
precursor para subsequente nucleacdo de apatita. De forma geral, a ligacao
bioquimica na interface osso-implante aumenta as propriedades de

osseointegracdo. Essa ligacéo seria fortemente dependente das caracteristicas
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guimicas da superficie do implante, ja demonstrado experimentalmente em
estudos in vivo (Sundell et al., 2017).

Existe um alto nivel de contato direto entre osso e implante. O tecido
0sseo proximo a superficie do implante parece ser denso com um nivel
relativamente baixo de vasos sanguineos, que aumenta com o0 aumento da
distancia da interface. N&o ha célula inflamatéria em contato imediato com o
implante. Anélises histomorfométricas revelam um valor médio de BIC (contato
0sso implante) de 77,6% (Sundell et al.,, 2017). Albrektsson et al. (2008)
demonstraram BIC > 50% em média para implantes maxilares em comparac¢ao
BIC > 75% BIC para implantes mandibulares. Nao foi observado BIC 100% em
nenhum caso investigado. Uma observacao interessante do estudo foi que
implantes sem carga apresentavam, em média, um BIC 10% menor do que 0s
implantes com carga.

Apos a instalacdo do implante a resposta do hospedeiro € modificada por
suas caracteristicas, estabilidade da fixacéo e as lesdes por aquecimento intra-
operatorias que incluem a morte de ostedcitos que se estendem por 100-500 um
no osso hospedeiro (Mavrogenis et al., 2009).

A estabilidade priméria € um fendmeno de natureza puramente
biomecanica, relacionado principalmente a qualidade 6ssea no local do implante,
tendo como fatores importantes nesse processo o desenho do implante, o
protocolo cirargico e a congruéncia entre o 0sso e o implante. O fenémeno de
friccdo na interface osso-implante € um dos principais determinantes da
estabilidade priméaria. A estabilizacéo primaria do implante no tecido 6sseo é uma
condicdo necessaria para obter a osseointegracdo. Uma estabilidade primaria

insuficiente leva a uma micromovimentacdo na interface osso-implante
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excessiva que pode implicar numa maior incidéncia de falha no processo da
ossointegracao (Haiat et al., 2014).

Durante a cicatrizagdo, micromovimentacfes de baixa amplitude
estimulam a remodelagdo 6ssea. Porém, nos casos de micromovimentacao
excessiva na interface apos cirurgia, pode se desenvolver uma encapsulacao de
tecidos fibrosos em vez de uma interface osseointegrada, em particular para
implantes  dentérios. Resultados experimentais mostraram que 0
micromovimento inferior a 40 - 70 um permite o crescimento do tecido 6sseo. No
entanto, um nivel excessivo (normalmente acima de 150 pm) resulta na
formacéao de tecido fibroso em vez de uma interface osseointegrada (Bragdon et
al., 1996; Biguetti et al., 2018).

A presenca dessa capsula de tecido fibroso na interface afeta a
capacidade de suporte de carga do implante e leva a um circulo vicioso, uma
vez que as micromovimentacdes sdo ainda mais intensificadas nessa situacao,
sendo assim, responsavel pelas falhas do implante (Bragdon et al., 1996).

A estabilidade secundaria do implante ocorre ap6s um periodo de
cicatrizacdo e corresponde a estabilidade inicial reforcada pela nova formacgéo e
maturacdo éssea na interface osso-implante. A qualidade e a duracdo da
formacdo e maturacdo 6ssea estdo relacionadas a varios fatores, como a
superficie do implante e a qualidade do osso no local do implante. A estabilidade
secundaria € alcancada pela remodelacdo 0ssea e subsequente aposicao 6ssea
ligando o osso velho e a superficie do implante (Haiat et al., 2014).

As propriedades biomecénicas da interface osso-implante sé&o
determinantes para a estabilidade do implante. Uma cicatrizacdo 0ssea de boa

qualidade leva a: (i) contato direto entre o tecido 0sseo mineralizado e o implante
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e (ii) uma proporcao importante da superficie do implante em contato intimo com
o0 tecido 6sseo. O sucesso da cirurgia de implante é determinado pela qualidade
biomecénica do tecido 6sseo localizado a uma distancia inferior a cerca de 100
- 200 um da superficie do implante (Gao et al., 2019).

A interface entre 0 0sso e 0s implantes osseointegrados é altamente
heterogénea e inclui areas mineralizadas, parcialmente mineralizadas (ostedide)
e ndo mineralizadas. A matriz extracelular depositada diretamente na superficie
do implante €, inicialmente, ndo mineralizada, sendo subsequentemente
mineralizada (Shah et al., 2019).

Imediatamente apds a fresagem cirlrgica, que consiste em se preparar
uma cavidade ligeiramente menor que o didametro do implante, levando assim a
estabilidade primaria através da compactacéo do tecido 6ésseo pelas roscas do
implante, a superficie € cercada por sangue (devido ao alargamento da cavidade
0ssea), e, por tecido 6sseo morto e vivo. Detritos 6sseos remanescentes do
preparo cirdrgico também podem estar presentes ao redor da superficie do
implante. Durante a cicatrizacao do tecido ésseo, que ocorre varias semanas /
meses apos a cirurgia, um 0sso recém-formado é produzido para preencher a
lacuna entre o tecido 6sseo maduro e a superficie do implante. Algumas
semanas ou meses apos a cirurgia do implante, o tecido 6sseo recém-formado
€ substituido progressivamente por tecido 6sseo maduro ao redor da superficie
do implante, levando a uma relagao BIC final (Gao et al., 2019).

O primeiro componente bioldgico a entrar em contato com um implante
endosseo € o0 sangue. Células sanguineas, incluindo globulos vermelhos,
plaguetas e células inflamatorias, como granulécitos polimorfonucleares e

monaocitos, emigram de locais pos-capilares e migram para o tecido ao redor do
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implante. As células sanguineas aprisionadas na interface do implante sao
ativadas e liberam citocinas e outros fatores solUveis de crescimento e
diferenciacdo (Mavrogenis et al., 2009). As intera¢cfes iniciais das células
sanguineas com o implante influenciam a formacédo do coagulo. As plaquetas
sofrem alterac6es morfoldgicas e bioquimicas em resposta a superficie estranha,
incluindo adeséo, disseminacdo, agregacdo e alteracbes bioquimicas
intracelulares, como inducéo de fosfotirosina, aumento de célcio intracelular e
hidrolise de fosfolipidios. A matriz de fibrina formada atua como um andaime
(osteoconducdo) para a migracdo das células osteogénicas e eventual
diferenciacédo (osteoinducdo) dessas células no compartimento de cicatrizacao.
Células osteogénicas formam tecido ostedide e novo 0sso trabecular que
eventualmente se remodelar4 em osso lamelar em contato direto com a maior
parte da superficie do implante (osseointegracéo) (Mavrogenis et al., 2009).

Apo0s a instalacdo do implante, uma série de proteinas serdo adsorvidas
imediatamente do sangue na ferida cirargica. A presenca de fibrinogénio é uma
diferenca fundamental entre 0 sangue e o soro. Embora sua capacidade de
apoiar a adesdo de osteoblastos pareca limitada, ele tem um papel importante
na formacao de coagulos sanguineos e nas interacdes plaquetarias. A adsorcdo
de fibrinogénio é amplamente estudada no contexto da hemocompatibilidade;
uma observacéo geral é que ele adsorve em maiores quantidades em superficies
hidrofébicas (Wilson et al., 2005).

Em seguida, o tecido 6sseo adapta sua estrutura aos estresses
mecanicos que sofre por meio de fendbmenos de remodelacdo, induzindo
alteracdes nas propriedades 0sseas para acomodar sua estrutura a presenca do

implante. A formacdo éssea depende de vias de sinalizacdo complexas



33

sensiveis a estimulagdo biomecénica, que permanecem obscuras, e sdo obtidas
por meio da ossificagdo intramembranosa e ativagdo de osteoblastos. A
regeneracao 6ssea que ocorre apos a instalagdo do implante dura varios meses.
As principais etapas de regeneracdo 0ssea sdo: (i) a deposi¢do de uma matriz
extracelular ou tecido ostedéide, um tecido rico em coldgeno nao mineralizado, (ii)
mineralizacdo do ostedide por estimulacdo hormonal de célcio local e ions de
fosfato para formar osso tecido (um tecido mineralizado desordenado) e (iii)
remodelacdo de osso tecido em osso maduro (Bragdon et al., 1996).

Osteoblastos e células mesenquimais parecem migrar e aderir a
superficie do implante desde o primeiro dia apds a implantacdo, depositando
proteinas relacionadas ao tecido dsseo e criando uma camada de matriz ndo
coldgena na superficie do implante que regula a adesao celular e a ligacao de
minerais. Esta matriz € uma camada afibrilar calcificada formada precocemente
na superficie do implante, envolvendo ostedide pouco mineralizado semelhante
as linhas de cimento 6sseo e laminas limitantes que formam uma camada de 0,5
mm de espessura rica em calcio, fésforo, osteopontina e sialoproteina éssea.
Forma-se uma camada separada de 20 a 50 um de células semelhantes a
osteoblastos, fibrilas de colageno calcificadas e mineralizacao inicial na interface
implante-osso (Mavrogenis et al., 2009).

O tecido da medula 6ssea com sua rica vasculatura suporta as células
mesenquimais e fornece precursores de osteoclastos. O tecido 6sseo tem baixa
resisténcia mecénica devido a orientacdo aleatoria das fibras de colageno, mas
por volta do décimo dia, o osso trabecular € formado rapidamente com sua

arquitetura em forma de ponte fornecendo a fixacao bioldgica ativa precoce do
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implante. Isso ocorre de maneira ideal quando a lacuna entre o implante e o 0sso
nao excede 500 um (Lee et al., 2019).

Os osteoclastos conduzem o processo de reabsorcao e remodelagéo do
tecido 0sseo e sua substituicAo por osso lamelar com maior grau de
mineralizacao. O titanio induz o hospedeiro a favorecer a remodelacéo 6ssea em
vez da reabsorcéo. Os osteoblastos se fixam a matriz de coladgeno mineralizado,
formando uma zona de selamento, depositando osso diretamente na superficie
do implante. O osso lamelar permite adaptacdo a uma carga maior, com fibras
Osseas depositadas em formacao paralela e novos osteons circulando ao redor
do implante com seus longos eixos perpendiculares ao longo eixo dos implantes.
Isso fornece fixacdo secundaria ativa do implante por meio de ligagéo bioldgica.
Aos 3 meses poés-implantacdo, uma textura mista de tecido 6sseo lamelar pode
ser encontrada em torno dos implantes de titdnio, enquanto o estagio final da
osseointegragdo pode levar um ano ou mais para ser concluido. Durante este
tempo, no lado do implante, observa-se a oxidacao do titanio (Lee et al., 2019).

Na area de até 1 mm de osso da superficie do implante, ha um processo
dindmico e continuo de remodelacdo 6ssea em resposta ao estresse e carga
mecanica meses a anos apos a implantacdo. Isso é confirmado pela presenca
ao longo prazo de espagos medulares contendo osteoclastos, osteoblastos,
células mesenquimais e tecido vascular préximo a superficie do implante (Lee et

al., 2019).
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2.3. Agregados plaquetéarios

2.3.1 Fibrina Rica em Plaquetas - PRF

Diversos concentrados de sangue podem ser usados para melhorar a
regeneracao de tecidos moles e duros e a cicatrizacdo de feridas em diferentes
campos da medicina. Um desses sistemas ¢é a fibrina rica em plaquetas (PRF),
desenvolvida para minimizar o risco de contamina¢do durante o seu preparo,
eliminar anticoagulantes adicionais e usar a capacidade de regeneracdo
autologa e natural do paciente. A PRF foi desenvolvida para atender as
necessidades clinicas, economizando tempo e sendo facil de usar (El Bagdadi
et al., 2019).

A fibrina rica em plaquetas (PRF) foi elaborada como uma segunda
geracdo de concentrados plaquetarios autélogos, que nao requer nenhum
anticoagulante ou trombina bovina ou qualquer outro agente gelificante,
frequentemente usada pela cirurgia oral e maxilofacial com intengcéo de melhorar
a cicatrizacdo de tecidos moles e protecdo remodelacdo de tecidos 6sseos
(Dohan et al., 2010). Ele é composto por um conjunto de citocinas e
glicoproteinas estruturais entrelagadas em uma rede de fibrina polimerizada na
qual as plaquetas e outras células sanguineas estdo presas (Kobayashi et al.,
2016).

Ela foi descrita pela primeira vez por Choukroun et al., em 2001 e seus
efeitos ja foram documentados em varias revisbes sistematicas, que
demonstram seus efeitos a longo prazo sobre cicatrizacdo de tecidos moles e

duros. Duas das principais vantagens documentadas da utilizacdo de PRF
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incluem o fato de conter células de defesa do sistema imunoldgico do hospedeiro
(leucdcitos) que atuam no controle de infec¢do (Kobayashi et al., 2016).

A PRF é formada por uma rede tridimensional de fibrina, contendo células
vivas, que podem atuar como um andaime nas fases iniciais da cicatrizagao de
feridas. Ela € produzida a partir do sangue humano rico em uma variedade de
células sanguineas - incluindo plaquetas, linfocitos B e T, mondcitos, células-
tronco e neutréfilos. Os leucocitos (maioria de linfocitos) estdo presos dentro
desta rede de fibrina, mas ainda estéo vivos e prontos para desempenhar suas
funcbes (Dohan et al., 2010). Além uma variedade celular, o PRF pode liberar
diversos fatores de crescimento que aumentam a proliferacéo celular, entre eles,
PDGF-AB, TGFB1, VEGF, EGF e IGF-1. Tais fatores sao liberados das
plaguetas quando ativadas por um estimulo ou agregadas por alguns ativadores
(Kobayashi et al., 2016).

A liberacao de fatores de crescimento do coagulo PRF comeca 5 a 10
minutos apods a coagulacao e continua por pelo menos 5 a 7 dias. Durante esta
fase, as plaquetas interagem com a matriz de fibrina para formar um tampéo
hemostatico e induzir uma liberacéo lenta de citocinas para estimular a migracéo
e proliferacéo celular (Pitzurra, 2020). A composicao e as quantidades de fatores
de crescimento parecem muito estaveis em cada coadgulo PRF devido ao
processo mecanico de polimerizacdo durante a centrifugacdo (Dohan et al.,
2019).

Esta rede tridimensional de fibrina € capaz de simular a matriz
extracelular em termos de sua estrutura, criando um ambiente para as células
funcionarem de forma otimizada, além de n&do possuirem nenhum potencial

citotoxico descrito na literatura. Uma grande vantagem deste método € sua
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simplicidade de preparacéo. O processo de centrifugagao ativa o processo de
coagulacao e, como resultado, é obtido um coagulo de PRF produzido por um
processo natural de polimerizacéo, e sua arquitetura de fibrina natural parece
responsavel por uma liberacao lenta de fatores de crescimento e glicoproteinas
da matriz durante mais ou menos 7 dias (Dohan et al., 2010). O PRF também é
usado na forma de membrana comprimida para a funcdo de membrana de
barreira reabsorvivel em regeneracéo tecidual guiada. Essa ideia é baseada
principalmente por sua caracteristica quimica de que o PRF é composto de uma
fibra de biopolimero. Apos sua implantagéo in vivo, as membranas de PRF s&o
reabsorvidas em torno de 14 dias (Kawase et al., 2015).

O PRF ¢é obtido a partir de 9 mL de sangue coletado do proprio paciente
em tubos de vidro seco ou tubos de plastico revestidos de vidro e imediatamente
centrifugados a 2700 rpm em 12min, sem o uso de coagulantes. Trés camadas
sdo formadas: uma base de globulos vermelhos na parte inferior do tubo, um
plasma acelular (plasma pobre em plaquetas [PPP]) como um sobrenadante e

um coagulo PRF no meio (Pradeep et al., 2012).

Figura 2. Coagulo de PRF.

A) O coagulo PRF foi produzido em tubos de vidro seco ou
tubos de plastico revestidos de vidro. B) Os coagulos foram
coletados e transformados em membranas. Este biomaterial
autdlogo que foi construido com fibrina, plaquetas e
leucécitos apresentou uma arquitetura especifica (Dohan
Ehrenfest et al., 2018).
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Este coagulo pode ser utilizado diretamente para preencher uma
cavidade ou misturado com um biomaterial é6sseo, ou comprimido em forma de
membrana ou num cilindro de fibrina utilizando a caixa cirdrgica adequada
concebida para o preparar sem danos (Dohan et al., 2018).

As membranas PRF sdo mais densas que um coagulo sanguineo ou
mesmo um PRP comum. Os efeitos dessa condensacao no tempo de reabsorcao
da fibra e nas propriedades de cicatrizagdo sao investigados. Quando as
membranas PRF séo usadas para o fechamento de feridas em cirurgia oral, o
tempo médio de reabsorcdo dessas membranas € bastante longo, seguindo um
lento processo de remodelacéo da matriz de fibrina em um tecido de cicatrizacao
(Dohan et al., 2010).

Na odontologia regenerativa, as membranas de PRF fornecem uma
capacidade limitada de funcionar como uma “barreira para tecidos moles” uma
Vez que seu uso esta associado a um periodo de reabsorcao de 10-14 dias apés
implantagéo in vivo (Fujioka-Kobayashi et al., 2021).

As membranas de PRF contém a maioria das plaguetas e metade dos
leucécitos presentes na colheita inicial de sangue. As plaquetas sédo
maioritariamente ativadas e servem como cimento para reforcar a matriz de
fibrina fortemente polimerizada. As plaquetas sdo as primeiras células a ocorrer
na regido de uma lesédo. Além de seu papel na hemostasia, as plaquetas tém
potencial inflamatorio, incluindo o recrutamento de outras células inflamatorias,
como neutrofilos e macréfagos, e promovem a angiogénese e o reparo do tecido.
Elas sdo capazes de expressar uma série de moléculas sinalizadoras e fatores
de crescimento biologicamente ativos, como o fator de crescimento derivado das

plaguetas (PDGF), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator
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de crescimento transformador beta (TGF-B). Esses fatores de crescimento s&o
essenciais para a vascularizagao do tecido e a formacéo de novos tecidos (El
Bagdadi et al., 2019).

As plaquetas apresentam, ainda, uma série de granulos com citocinas,
quimiocinas e outros mediadores inflamatérios que sao liberados apds a
agregacao plaquetaria para aumentar a hemostasia e ativar e recrutar células
para o local da inflamacdo. Os leucocitos também contribuem para a
angiogénese e linfangiogénese, participando de uma interagéo celular cruzada
e expressando varias moléculas de sinalizacdo. A matriz extracelular no leito da
ferida suporta a formacgéo de vasos sanguineos, e a fibrina fornece uma estrutura
para as células inflamatorias (El Bagdadi et al., 2019).

In vitro, as membranas PRF tém fortes efeitos sobre os queratindcitos
estimulacdo da proliferacao da maioria dos tipos de células (fibroblastos, células-
tronco) pré-adipécitos, osteoblastos, osso mesenquimal (Dohan et al., 2009). A
utiizacdo dessas membranas € capaz de, posteriormente, melhorar a
cicatrizacdo de feridas. O PRF contém plaguetas e leucdcitos (incluindo
mondcitos, linfocitos e granulécitos). E relatado que a interacdo entre essas
células e a matriz de fibrina estimula uma liberacdo lenta de fatores de
crescimento que podem resultar em uma melhor cicatrizagéo da ferida na fase
inicial deste processo (Pitzurra, 2020).

Os efeitos benéficos da PRF tém sido estudados em varios
procedimentos, como cirurgia plastica facial, em procedimentos de levantamento
de seio como um uUnico material de preenchimento osteocondutor, em defeitos

0sseos periodontais, em lesdes de furca e como um arcabouco adequado para
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criacdo de células periosteais humanas in vitro, que podem ser adequadas para
aplicacfes de engenharia de tecido 6sseo (Pradeep et al., 2012).

O PRF em fase liquida, conhecido como i-PRF, devido a sua consisténcia
e composi¢ao, pode ser utilizado em combinac¢do com varios outros biomateriais,
como hidroxiapatita autdgena, xendgena ou aloplastica, com a finalidade de
aumentar sua bioatividade na regeneracao do tecido 6sseo e tecido mole e para
melhorar a capacidade de cicatrizagcéo desses tecidos, ou mesmo em casos de

cicatrizagéo de feridas prejudicadas (Kayyk et al., 2021).

2.3.2 AIb-PRF

O uso de albumina sérica na engenharia tecidual € amplamente relatado
na literatura. A albumina é a proteina plasmatica humana mais abundante,
respondendo por mais de 50% da proteina total presente na corrente sanguinea
e facil de isolar a partir da precipitacdo do plasma sanguineo com alta pureza e
homogeneidade. Ela esta envolvida em uma variedade de papéis relacionados
a sobrevivéncia e regeneracdo celular. A molécula € um polipeptideo ndo
glicosilado, helicoidal, em forma de coracdo com um peso molecular de 66.500
Da contendo 585 aminoacidos. Provavelmente, o efeito mais comumente citado
da albumina sérica em cultura celular é que ela fornece fatores de crescimento
e citocinas provenientes de plaquetas ou leucécitos (Horvathy et al., 2017).

Esses fatores e misturas endogenas como preparacdes de plasma rico
em plaquetas (PRP) s&o bem investigados em sistemas de cultura celular. Além
de fornecer uma estrutura compativel para proliferacéo celular, os biomateriais

enriquecidos com albumina apresentaram pouca reducao de suas dimensdes ao
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longo do tempo (estabilidade dimensional) sugerindo menor degradacao
(Horvéthy et al., 2017).

Biomateriais 0sseos revestidos com albumina também s&o estudados
como facilitadores de aderéncia para varios tipos de células. De acordo com
estudos em vitro, a albumina sérica provavelmente recruta células-tronco
enddgenas e, assim, alimenta a regeneragdo 6ssea com progenitores potenciais
localmente. Superficies revestidas com albumina ndo s6 aumentou a fixagéo das
células-tronco, mas também apoiou sua sobrevivéncia e proliferacdo em longo
prazo (Horvéathy et al., 2017).

Além disso, a associacdo com a albumina pode modular a ultraestrutura
e a permeabilidade da rede de fibrina, induzindo fibras com espessura
aumentada e aparéncia nodular grosseira. A associacdo com albumina sérica
desnaturada poderia representar uma possivel melhora no arcabouc¢o baseado
em PRF, que é um material totalmente aut6logo, biocompativel e possivelmente
mais duravel e com maior duracao de acao (Mourao et al., 2018).

Para superar a rapida degradacédo do plasma e manter a estabilizacao
do volume, uma nova técnica foi desenvolvida em que o plasma pobre em
plaquetas (PPP) contendo principalmente cerca de 60% de albumina € aquecido
a 75 Celsius por 10 minutos para permitir a desnaturacao e quebra de muitas
das ligacdes fracas de hidrogénio) dentro de sua molécula de proteina. Seguindo
este processo, as proteinas sado entdo reestruturadas em uma estrutura mais
densamente organizada com propriedades de reabsorcéo estendida por até 4 -
6 meses pos-implantacao in vivo (Fujioka-Kobayashi et al., 2021). Para o preparo
da técnica, sdo coletados dois tubos de 9ml de sangue periférico sem adi¢ao de

aditivos (Vacutube, Biocon ®, Brasil). Para a producdo de cada membrana, os
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dois tubos sdo posicionados no rotor vertical da centrifuga de angulo fixo
(Medifuge ®, Silfradent, Italia), e o protocolo foi aplicado para a obtencdo dos
fatores de crescimentos concentrados (CGF) na fase liquida (LPCGF), conforme
descrito pelo fabricante. Apdés o processamento, observa-se o0 plasma e o
restante material decantado contendo hemécias. Dois mililitros da por¢&o inicial
do plasma (plasma pobre em plaquetas [PPP]) séo coletados com uma seringa
(Injex ®, Brasil), enquanto as demais por¢cfes de sangue (camada leucocitéria,
LPCGF e hemacias) sdo reservadas a temperatura ambiente (20 ° C). As
seringas contendo PPP sé&o inseridas em um dispositivo para gel de albumina de
plasma ativado por desnaturacdo de albumina sérica humana (APAG ®,
Silfradent, Itdlia). Ap6s 10 min em uma temperatura de operacao de 75 ° C, as
seringas sao armazenadas em temperatura ambiente por mais 10 min e
protegidas da luz ambiente (conforme recomendacgéo do fabricante). A albumina
desnaturada é depositada em um recipiente de vidro, para obter a forma
desejada (Fujioka-Kobayashi et al., 2021).

Posteriormente, usando-se uma seringa de 10 ml (Injex ®, Brasil) e uma
agulha hipodérmica 18 (Injex ®, Brasil), as por¢cdes de LPCGF e porcdo
inflamatoéria sdo coletadas em um volume aproximado de 4ml, adicionadas a
albumina desnaturada do recipiente de vidro e, a seguir, sdo misturadas
suavemente com pin¢a. ApGs aguardar o processo de polimerizacdo da fibrina
(aproximadamente 5min), a membrana é formada com o formato previamente
estabelecido. A Figura 2 demonstra um esquema da producédo das membranas

Alb-CGF (Fujioka-Kobayashi et al., 2021).
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Figura 3. Preparo de membranas de Alb-PRF.

a) Camada mais superior de plasma pobre em plaquetas (PPP) ja desnaturada em forma de gel
de albumina. b) Camada liquido rica em plaquetas (PRF-liquido), incluindo a camada
leucocitaria. ¢) Membrana de Alb-PRF em geleificagao.

A associagao proposta de LPCGF e albumina desnaturada pela mistura
em um recipiente de vidro resulta em uma membrana sélida, opaca e moldavel.
Ao MEV é possivel observar uma superficie muito densa, com deposi¢cdo muito
evidente de uma camada de proteina desnaturada, que é revestida claramente
por fibras de fibrina envolvendo as células e plaquetas aprisionadas (Mourao et

al., 2018).



Figura 4. Protocolo de preparacéo Alb-PRF.

1. Centrifuge whole blood
at 700g x 8 min
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4. Cool to body temperature (Albumin gel)
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+ 6. Mix the Albumin gel with Liquid PRF

7. Injectable Alb-PRF
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1) O sangue total (~9 mL) foi centrifugado a 700 g durante 8 minutos. A camada superior

(camada amarela) mostra a camada de plasma liquido. 2) A camada mais superior de plasma
pobre em plaquetas (PPP) foi recolhida numa seringa. 3) O PPP recolhido foi aquecido num
bloco térmico a 75°C durante 10 minutos e depois 4) arrefecido a temperatura ambiente durante
aproximadamente 10 minutos. Um gel de albumina injetavel foi entdo preparado. 5) A camada
liquida rica em plaquetas (PRF liquida), incluindo a camada de buffy coat com plaquetas e
leucocitos acumulados, foi recolhida em uma seringa separada. 6) O gel de albumina e o PRF
liquido nativo foram entdo completamente misturados utilizando um conector fémea-fémea luer

lock. 7) Injetavel Alb-PRF na forma final pronta (Fujioka-Kobayashi et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral desse estudo foi avaliar o comportamento celular e a
expressdo génica de osteoblastos humanos cultivados sobre a superficie de

titAnio minimamente rugoso expostos a membranas de PRF e Alb-PRF.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Os obijetivos especificos do presente estudo foram:

1) Caracterizar os osteoblastos expostos a membranas de PRF e Alb-
PRF,

2) Avaliar o efeito da adicdo de membranas de PRF e Alb-PRF no
metabolismo de osteoblastos cultivados o titdnio minimamente rugoso através
do teste de reducéo do MTT,

3) Avaliar o efeito da adicdo de membranas de PRF e Alb-PRF na
expressdo génica dos genes relacionados a osteogénese de osteoblastos

cultivados sobre o titdnio minimamente rugoso,
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4 METODOLOGIA

4.1 Confeccéo dos corpos de prova

Discos de titanio comercialmente puro grau 4 (12,7 mm de diametro e 2
mm de espessura) foram limpos com acetona e imersos em solucdo de &cido
sulfarico 98% e peroxido de hidrogénio 30% por 4 h sob agitacdo em temperatura
ambiente para criar uma superficie minimamente rugosa (Nanci et al., 1998; de
Oliveira et al., 2007). Em seguida, os discos foram limpos com agua destilada,
secos em estufa, embalados em papel grau cirtrgico e esterilizados com 25 kGy
de radiacdo gama (He et al., 2009; Ueno et al., 2012).

A morfologia final foi avaliada por microscopia eletronica de varredura e a
rugosidade final da superficie foi avaliada com auxilio de um interferdmetro
(NewView 7300, CT, EUA). O equipamento possui uma resolucéo lateral de 0,3
pMm e uma resolugao vertical de 0,05 nm. Cinco areas (200 x 260 ym) em cada
amostra serdo avaliadas (lente objetiva de 50x associado a um fator de
magnificacao de 0,5) utilizando um filtro gaussiano (50 x 50 mm) para remocao
das interferéncias de forma e ondulagdo. O parametro de amplitude (Sa), que
representa a média aritmética do desvio da altura das estruturas da superficie; o
parametro hibrido (Sdr), o qual demonstra o aumento percentual da area de
superficie; e o parametro espacial (Sds), que € a concentracdo de picos na
superficie foram utilizados. A média aritmética de cada parametro foi definida
para cada amostra, sendo o valor de Sa entre 0,3 e 1,0 um determinante para
classificagdo da superficie como minimamente rugosa (Wennerberg e

Albrektsson, 2010).
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4.2 Cultura celular

Células MG63 (ATCC CRL-1427) foram reativadas e cultivadas em meio
Dulbeccos Modiffid Eagles Medium (DMEN) com glicose contendo 10% de soro
fetal bovino e 1 % de penicilina-estreptomicina. Este meio foi utilizado como
controle. Os experimentos celulares com a exposi¢do as membranas de PRF ou
Alb-PRF desenvolveram-se utilizando meio de cultivo osteogénico incompleto
com a suplementacéo de acido ascorbico 50ug/ml e B-glicerofosfato 10mM. As
células foram incubadas a 37°C e em atmosfera controlada umidificada contendo

5% de CO.a.

4.3 Preparo das membranas de PRF e Alb-PRF

O PRF foi preparado utilizando-se o sangue periférico de um doador
saudavel (W.A.S.V.), coletado pelo sistema vacutainer usando tubos de vidro
sem quaisquer aditivos. O sangue coletado foi imediatamente centrifugado a
2700 rpm por 12 minutos (=700 RCF-méax) (Intraspin Biohorizons, Alabama,
EUA). Todas as amostras de PRF neste estudo foram coletadas do mesmo
doador, sob jejum de 12 h, para limitar a variabilidade neste estudo. Em seguida,
as membranas foram separadas da parte eritrocitica, colocadas em um
dispositivo estéril confeccionados em politetrafluoretileno com diametro de 10
mm (Figura 3) e prensadas para a remogao de soro e padronizagéo da técnica

(Miron et al., 2019).
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Figura 5. Membrana de PRF posicionada num molde de 10 mm de diametro
para padronizacdo do tamanho da membrana.

O Alb-PRF foi preparado utilizando-se amostras de sangue coletados em
tubos de plastico PET sem aditivos do mesmo doador (W.A.S.V.) Para a
producdo de cada membrana, dois tubos foram colocados em uma centrifuga de
rotor horizontal (Bio-PRF, Venice, Fl6rida, EUA) e centrifugadas por 8 min a 700
RCF-max. ApGs o processamento, 2 ml da porcao inicial do plasma (PPP) foram
coletados em seringa com agulha 18 G (Injex®, Sao Paulo, Brasil), enquanto o
restante do sangue (porcdo rica em células e heméacias) foi preservado em
ambiente temperatura (20 ° C).

As seringas contendo plasma pobre em plaquetas (PPP) foram inseridas
em um dispositivo para desnaturagdo de proteinas no plasma humano (Bio-Heat,
Bio-PRF, Venice, Florida, USA) por 10 min a 75 °C. Em seguida, as seringas
foram mantidas em temperatura ambiente por 10 minutos para permitir o
resfriamento. Posteriormente, utilizando uma seringa de 10 ml com agulha 18 G
(Injex®, Brasil), os 4 ml da porcéo rica da camada leucocitaria foram coletados

do tubo inicial, adicionados a camada de PPP aquecida do recipiente de vidro e
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suavemente misturados. ApOs a conclusdo do processo de polimerizacdo da

fibrina (aproximadamente 5 min), a membrana foi formada (Gheno et al., 2020).

4.4 Exposicao dos osteoblastos as membranas de PRF e Alb-PRF

Para este ensaio, foram utilizadas placas de cultura de 24 pocos. Cada
disco de titanio foi colocado individualmente no fundo do pogo e 5x10% células
foram colocadas na superficie de cada disco e deixadas aderir overnight. Em
seguida, as membranas de PRF e Alb-PRF foram posicionadas individualmente
em suportes tipos inserts sobre as células (Figura 4). A exposi¢cado foi mantida
por até 7 dias para andlise de MTT, até 14 dias para a analise da expressao
génica e até 21 dias para a andlise de mineralizacdo da matriz extracelular. O
meio de cultura foi trocado a cada 3 dias de cultivo e as células sempre mantidas

em estufa de COa.

Figura 6. Membrana posicionada no suporte tipo transwell para exposi¢cao das
células aos fatores de crescimento presentes nas membranas

Discos de titanio dispostos em placa de cultivo de 24 pocos (a), sobre os quais membrana de
PRF (tom amarelado) e a membrana de Alb-PRF (tom avermelhado) foram posicionadas com
auxilio de um suporte tipo transwell (b).
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45 Ensaio de MTT

O ensaio de reducdo do brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5
difeniltetrazio (MTT) foi usado para avaliar a viabilidade celular apos 1, 3 e 7 dias.
Desidrogenases mitocondriais, presentes apena apenas em células
metabolicamente vidveis, clivam o anel tetrazoélio, transformando-se em um
composto de coloragdo amarelada e um composto de coloragéo azul escuro,
chamado de formazan (E, Z - 1, 4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3-
diphenylformazan), que séo cristais insolGveis em solugdo aquosa. Assim sendo,
a producdo de formazam reflete ao estado funcional da cadeia respiratéria.

Os cristais de formazan purpura foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO), transferidos para uma placa de 24 pocos (150 pL por pogo) e a
absorbancia foi registrada num leitor de microplacas a um comprimento de onda
de 570nm com subtracdo do branco de 690 nm. O ensaio foi realizado em
triplicata. O disco de titanio sem exposi¢cdo as membranas foi utilizado como

controle.

4.6 Analise da expressao génica

A influéncia das membranas de PRF e Alb-PRF na osteogénese foi
avaliada por meio de PCR em tempo real ap0s 14 dias de cultura. Para isto, 0
material genético total foi coletado utilizando o 300 uL de TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, EUA). Em seguida, 1000 ng de RNA total foi tratado com DNAse |
(Invitrogen, EUA) e o cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA utilizando

um kit da enzima transcriptase reversa (Superscript IV Invitrogen, Carlsbad,
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EUA). A qualidade dos cDNAs foi avaliada pela amplificacdo do gene da B-actina
(353pb) seguido de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corada com gelred®.
O kit SYBR® Green Applied biosystem (Carlsbad, EUA) foi utilizado para anélise
quantitativa dos genes ligados ao fenotipo osteoblastico: osteoprotegerina
(OPG), osteopontina (OPN), osteocalcina (OC) e receptor ativador do fator
nuclear kappa B (RANK-L). Como gene normalizador foi utilizado o gliceraldeido
3-fosfatase desidrogenase (GAPDH). As reacdes foram feitas em triplicata com
a presenca de um controle negativo. Cada reacao foi composta de 2uL de H20
deionizada, 5uL de master mix, 1L de primer forward, 1pL de primer reverso e
1pL de cDNA num total de 10puL. Para o calculo da expressao relativa foi utilizado

0 método do 222t As condi¢Ges para PCR foram: threshowd.

Gel agarose a 1,5% com PCR para b-actina para avaliagdo da qualidade dos cDNAs
sintetizados a partir do RNA total extraido das amostras (352 pb).

4.7 Analise dos dados

Os dados obtidos foram analisados com o teste de Shapiro-Wilks para
checar a normalidade e em seguida, os grupos foram comparados com o teste
de analise de variancia a 1 critério e teste de Tukey (SPSS Statistics 20, IBM
Brazil, Sdo Paulo, SP, Brazil). O nivel de significancia de 5% foi definido para

todas as analises.
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5 RESULTADOS

A superficie dos discos de titanio utilizados no estudo pode ser observada
na Figura 5. Esta superficie apresenta valores de Sa, Sdr e Sds de: 0,52 + 0,04

pm; 14,4 +1,8 % e 0,09 + 0,01 1/um?; respectivamente.

Figura 7. Imagem representativa da superficie dos discos de titanio utilizados no
estudo na microscopia eletrénica de varredura (a) e na interferometria (b).

O ensaio de MTT demonstrou a manutengdo da viabilidade celular apés
a exposicdo as membranas de PRF e Alb-PRF (Figura 6). Houve um aumento
significativo do metabolismo celular com o tempo para todos os grupos (P <
0,05). Na comparacdo entre os grupos, houve diferenca significativa apenas

entre o grupo controle e o grupo exposto ao PRF (P < 0,05).
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Figura 8. Niveis de absorbéncia no teste de MTT para as células cultivados
sobre o titdnio sem exposicao (controle) e com exposicao as membranas de PRF
e Alb-PRF.
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* indica diferenca estatistica significativa entre os grupos — Tukey (P < 0,05).

Absorbancia

A morfologia das células pode ser observada por microscopia Optica no
cultivo direto sobre o fundo da placa de cultivo, onde foi possivel verificar que a
exposicdo ao PRF e Alb-PRF por 7 dias induziu a formacéo de esferbides apds
7 e 14 dias (Figuras 7 e 8). Na figura 9 é possivel verificar o tamanho dos

esferoides formados.
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Figura 9. Morfologia das células apdés 7 dias de cultivo aderidas em
monocamada quando ndo expostas as membranas (a) e a presenca de células
em formacao de esferoides tanto quando expostas ao PRF (b) como ao Alb-PRF

Figura 10. Morfologia das células apos 14 dias de cultivo aderidas em
monocamada quando ndo expostas as membranas (a) e a presenca de células
em formacao de esferoides tanto quando expostas ao PRF (b) como ao Alb-PRF

().
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Figura 11. Esferdideis visualizagdo em camara de Neubauer (25 x 25 um), onde
€ possivel determinar seu tamanho aproximadamente 15 um de diametro quando
expostos ao PRF (a) e aproximadamente 20 um de didmetro quando expostos
ao Alb-PRF (b).

Os resultados da analise de PCR estdo expressos na Tabela 1. Apos 14
dias de cultivo, foi possivel observar uma expressao génica semelhante entre os
grupos PRF e Alb-PRF, com maior expressao dos genes ALP, Runx-2 e OC que

o grupo controle (P < 0,05).

Tabela 1. Expressdo génica (ng x 103) dos genes relacionados ao fenétipo
osteoblastico ap6s 14 dias de cultura sobre os discos de titanio e com exposi¢ao
as membranas de PRF e Alb-PRF (média + desvio padréo).

Gene Controle PRF Alb-PRF

ALP 7,48 +4,38 4 13,48 + 10,26 B 11,22 +4,18 B
RUNX-2 20,86 £ 5,52 A 36,09+ 8,788 29,34 +590°¢
OPN 17,12 + 6,78 A 16,53 + 6,90 A 19,86 + 5,23 A
ocC 2,09+1544 4,16+1,32°B 469+2168
RANK-L 7,45+ 2,04 A 9,86 +1,254 7,96 +1,624
GAPDH 3,22+0,66 4 3,08+0,74 4 3,97 +0,554

Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos — Tukey (P < 0,05).
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6 DISCUSSAO

Produtos derivados de plaquetas sao usados atualmente em aplicacées
clinicas e cirdrgicas que requerem regeneracdo de tecidos. Seus potenciais
resultados benéficos, incluindo a regeneracdo de tecidos moles e duros,
hemostasia local, aceleracdo da cicatrizacao de feridas, fazem com que estes
sejam opcOes terapéuticas em diferentes areas médicas. A estratégia € coletar
e reunir os componentes ativos da amostra de sangue (plaquetas, fibrina e,
eventualmente, leucdcitos) e prepara-los em uma forma clinicamente utilizavel.
Durante o reparo normal do tecido vivo, as plaquetas liberam altas
concentracdes de proteinas biologicamente ativas, como fatores de crescimento
(GFs) e outras substancias. Os principais fatores associados as plaguetas
incluem fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de
crescimento transformador B (TGF- B), que tém estado principalmente
envolvidos na proliferacdo celular, quimiotaxia e producéo de matriz extracelular
e angiogénese (Cabaro et al., 2018).

Outros GFs liberados das plaquetas sdo fatores de crescimento de
fibroblastos (FGF) 1 e 2 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que
desempenham papéis criticos nas fases de hemostasia, proliferativa e
remodelacdo da cicatrizacdo de feridas. A degranulacdo plaquetaria também
leva a liberacdo de citocinas e quimiocinas, como Ligante de motivo CC 5
(CCLDb), interleucina (IL) -1 B, IL-8 e macroproteina inflamatéria do fago (MIP) -1
a, que contribuem para o processo de cicatrizagdo. Varios procedimentos
técnicos foram desenvolvidos para obter diferentes concentrados plaguetarios
com amostras variaveis de plaquetas e componentes celulares (Cabaro et al.,

2018).
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O uso dessas modalidades regenerativas na odontologia tornou-se cada
vez mais popular nos ultimos anos com o uso de PRF sustentado por uma vasta
literatura nos ultimos cinco anos. A implantodontia foi recentemente alertada
sobre as vantagens da utilizacdo de PRF como membranas durante a
regeneracdo Ossea guiada. A utilizacdo de PRF atua como um biomaterial
inteiramente autélogo e, portanto, ndo suscita uma reacdo de corpo estranho,
além do papel das proteinas da matriz extracelular contribuirem positivamente
para a regeneracao tecidual (Wang et al., 2017).

Recentemente foram realizados grandes progressos na formulagédo de
uma verséo liquida de PRF, denominada injetavel-PRF, ou i-PRF, com o objetivo
de melhorar a mistura de biomateriais com concentrados plaquetarios formando
uma rede de fibrina logo apds a insercdo do biomaterial, favorecendo a
estabilidade dos biomateriais durante os procedimentos regenerativos (Wang et
al., 2017).

Os leucécitos também sdo uma fonte significativa de citocinas e GFs que
podem interagir sinergicamente com aqueles liberados pelas plaquetas junto
com muitos tipos de células, incluindo células do sangue, fibroblastos e células
endoteliais, os leucdcitos participam do processo de cura final e, com uma
intrincada diafonia, cada tipo de célula pode afetar especificamente a funcéo dos
outros tipos de células (Cabaro et al., 2020).

Esse processo de regeneracdo ou reparo tecidual requer uma reacao
harmoniosa de varios tipos de células, incluindo células de resposta imune
(neutrdfilos, macrofagos e linfocitos), células epiteliais, fibroblastos e células-

tronco. Os Scafolds de PRF representam uma boa fonte de todos os
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componentes necessarios para o processo de cicatrizacdo, liberando uma
grande variedade de fatores (Cabaro et al., 2018).

O PRF é um concentrado de plaquetas de segunda geracao, consiste em
um conjunto intimo de citocinas, cadeias glicanicas e glicoproteinas estruturais
enredadas em uma rede de fibrina polimerizada lentamente. Os efeitos benéficos
da PRF foram estudados em varios procedimentos, como cirurgia plastica facial,
procedimentos de levantamento de seio maxilar como um material de
preenchimento osteocondutor como uso indicado em defeitos periodontais intra-
0sseos, defeitos de furca etc (Wang et al., 2017). O PRF é capaz de formar uma
rede tridimensional de fibrina, contendo células vivas, que podem atuar como um
andaime nas fases iniciais da cicatrizacdo de feridas. Durante esta fase, as
plaguetas interagem com a matriz para formar um tampéo hemostatico e induzir
uma liberagao lenta de citocinas para estimular a migracéo e proliferacdo celular.
Este processo é capaz de, posteriormente, melhorar a cicatrizacéo de feridas. O
PRF contém plaquetas e leucdcitos (incluindo mondcitos, linfécitos e
granulécitos). E relatado que a interagdo entre essas células e a matriz de fibrina
estimula uma liberacéo lenta de fatores de crescimento que podem resultar em
uma melhor cicatrizacdo da ferida na fase inicial deste processo (Pitzurra et al.,
2020).

Cabaro et al., (2020) mostraram que a preparacéo de A-PRF resultou num
maior numero de plaquetas e leucocitos disseminados na malha de fibrina. A
matriz de fibrina gerada no A-PRF mostrou uma estrutura mais porosa,
permitindo mais espaco para que plaquetas e células imunes fiquem aderidas e,
portanto, uma mantendo uma liberacdo maior e mais sustentada de fatores de

crescimento, em comparagdo comPRF.
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Cabaro et al., (2020) comparou a liberacdo de citocinas / quimiocinas e
GFs por PRF e A-PRF, incubados em meio sem soro por 24 h. Foram liberados
uma quantidade semelhante de IL-4, IL-6, IL-8, IL-17, FN y MIP-1 a, MIP-1 3,
CCL5, TNF a, PDGF e VEGF por ambos os concentrados de plaquetas. Em
contraste, IL-2, IL-10 e bFGF nao foram detectados. Além disso, as membranas
de A-PRF liberaram uma quantidade maior de IFN y, embora sem atingir uma
significancia estatistica (p = 0,057) (Cabaro et al., 2020).

Em contraste, nenhuma diferenca foi observada para as concentracoes
de IL-4, IL-6, IL-8, IL-17, MIP-1 a, e MIP-1 B liberado pelos dois derivados de
plagueta. Em seguida, foram analisadas a secrecdo de PDGF e VEGF, que
estavam, respectivamente, 3 e 1,7 vezes aumentadas em A-PRF em
comparacao com L-PRF (Cabaro et al., 2020).

Em todas as culturas do nosso trabalho os osteoblastos se organizaram
em forma de esféroide, tanto em PRF quanto em Alb-PRF. Os esferoides sao
modelos celulares que mimetizam tecidos, com a formacdo de gradientes
moleculares e uma interacdo dos complexos célula-célula e das adesbes
celulares com a matriz extracelular. Na auséncia de uma superficie de aderéncia,
as células tendem a um processo de agregacdo. As células isoladas em
suspensao tendem a formar microtecidos 3D chamados de esferoides
multicelulares (STEINBERG, 2003).

Foi possivel observar uma expressao génica semelhante entre os grupos
PRF e Alb-PRF, com maior expresséo dos genes ALP, Runx-2 e OC que o grupo
controle. As membranas de PRF e Alb-PRF diminuiram a expressao de OPG
tanto em Ti quanto em LV. Este resultado contrasta com Chang et al., (2010),

onde a expressao de OPG foi aumentada pela PRF em cultura com U20S.
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Mccarthy et al., (2008) relataram que o PDGF estimula a producéo de
OPG em duas linhas de células osteoblasticas humanas (MG63 e Saos-2).
Chung et al., (1997) mostraram que a expresséao elevada de PDGF aumentou a

regeneracao 0ssea em defeitos 6sseos em calvéria.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel observar que a exposicao as membranas de PRF e Alb-PRF:
(1) estimulou a organizacao de osteoblastos em esferoides, (2) apresentou uma

maior expressdo dos genes relacionados a osteogénese.
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extracelular com o intuito de aprimorar o uso destes biomateriais destinados & prética clinica. As células que
faréo parte do estudo serdo obtidas de

cultura priméaria de material de bidpsia coletada durante procedimento odontologico de rotina. Amostras de
sangue periférico e de tecido 0sseo seréo

obtidas de 20 voluntarios que concordarem com o protocolo do estudo e assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, que explica os

objetivos, os procedimentos, os riscos e os beneficios da participagéo no estudo. A selegédo dos
participantes obedecerd a critérios de inclusdo

(individuos maiores de 18 anos e nao fumantes) e de exclus&o (portadores de qualquer doenga sistémica ou
usuarios de medicagéo de uso

controlado). As células isoladas serdo empregadas em experimentos in vitro, que incluem: caraterizagao dos
materiais; analise de citotoxicidade; de

adesdo celular; analise multiplex de produtos secretados; de trafego intracelular; coloragdo de TRACP e
ALP; de produgéo de colageno da matriz
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organica e mineralizada; e ensaio de reabsorgéo. Os resultados dos diferentes experimentos seréo
analisados comparando-se os efeitos dos

diferentes biomateriais sobre as células testadas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O presente estudo visa compreender a citotoxicidade ao expor células humanas de pele ou osso em cultivo,
as superficies ou particulas

nanoestruturadas de hidroxiapatita carbonatada, latex, L-PRF ou didxido de titanio com o intuito de
aprimorar o uso deste biomaterial na pratica

clinica e/ou da medicina estética.

Objetivo Secundario:

O presente estudo visa compreender a biocompatibilidade ao expor células humanas de pele ou osso em
cultivo, as superficies ou particulas

nanoestruturadas de hidroxiapatita carbonatada, latex, L-PRF ou diéxido de titdnio com o intuito de
aprimorar o uso deste biomaterial na pratica

clinica e/ou da medicina estética.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos para coleta de sangue s&o minimos. Nao ha riscos na coleta dos restos cirlirgicos pois estes seréo
aproveitados partindo do material de

descarte de cirurgia, n&o apresentando riscos para o paciente.

Beneficios:

As aplicagbes de biomateriais (superficies ou materiais nanoestruturados) abrangem uma grande
diversidade de areas tais como a terapia de

cancer, cardiovascular, ortopedia e odontologia, doengas infecciosas, gastroenterologia, imunologia,
neurologia, além de preenchedor, cosmeticos e

fotoprotetores (Alizadeh-Osgouei, Li, and Wen 2019). Os resultados deste estudo serdo usados com o
intuito de aprimorar o uso dos biomateriais

testados tanto na pratica clinica quanto na medicina estética.
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Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Desfecho Primario:

O desfecho primario do presente estudo & a avaliagéo da citotoxicidade ao expor células humanas de pele
ou osso em cultivo, as superficies ou

particulas nanoestruturadas de didxido de titanio ou hidroxiapatita com o intuito de aprimorar o uso deste
biomaterial na pratica clinica e/ou da

medicina estética.

Desfecho Secundario:

Na hipotese de que os materiais testados ndo provoquem a morte celular, o desfecho secundario do
presente estudo sera a avaliagéo do potencial

bio-estimulador das superficies ou particulas nanoestruturadas de dioxido de titAnio ou hidroxiapatita para
células humanas de pele ou osso em

cultivo, com o intuito de aprimorar o uso deste biomaterial na pratica clinica e/ou da medicina estética.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Todos os documentos estéo de acordo.

Recomendacgdes:

Que os resultados da pesquisa sejam publicados e divulgados as instituigbes de pesquisa do pais.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Os documentos solicitados foram readequados e apresentados da forma correta. Portanto néo existem mais
inadequagdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO atendendo o previsto na Resolugéo 466/12 do CNS/MS
APROVOU o referido projeto na reunido ocorrida em 04 de julho de 2019. Caso o (a) pesquisador (a) altere
a pesquisa sera necessario que o projeto retorne ao Sistema Plataforma Brasil para uma futura avaliagio e
emissdo de novo parecer. Lembramos que o (a) pesquisador (a) devera encaminhar o relatério da pesquisa
apos a sua conclusdo, como um compromisso junto a esta instituigdo e o Sistema Plataforma Brasil.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Cronograma cronograma_atualizado_Sara. pdf 14/08/2019 |Renato Cerqueira Aceito
09:41:38 | Zambrotti
Projeto Detalhado/ |PROJETO_atualizado_Sara.pdf 14/08/2019 |Renato Cerqueira Aceito
Brochura 09:41:14 | Zambrotti
| Investigador
Informagbes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 12/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1356212.pdf 18:17:56
Cronograma cronograma.pdf 12/06/2019 |Sara Gemini Piperni | Aceito
18:16:29
Outros Termo_de_compromisso_Funadesp_Sar| 12/06/2019 |Sara Gemini Piperni | Aceito
a Gemini Piperni.pdf 18:09:39
Declaragao de Carta_anuencia_clinica.pdf 11/06/2019 | Sara Gemini Piperni | Aceito
Instituicdo e 08:53:10
Infraestrutura
Declaragdo de Carta_anuencia.pdf 11/06/2019 | Sara Gemini Piperni | Aceito
Instituicdo e 08:52:48
Infraestrutura
Projeto Detalhado/ [PROJETO.pdf 10/06/2019 | Sara Gemini Piperni | Aceito
Brochura 12:52:18
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 17/05/2019 |Sara Gemini Piperni | Aceito
08:14:17
Orgamento Orcamento_de_Projeto_2019 para_CE | 14/05/2019 |Sara Gemini Piperni | Aceito
P.pdf 14:41:23
TCLE/ Termos de | TCLE_UNIGRANRIO.pdf 14/05/2019 | Sara Gemini Piperni | Aceito
Assentimento / 14:31:02
Justificativa de
Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

DUQUE DE CAXIAS, 22 de Agosto de 2019

Assinado por:
Renato Cerqueira Zambrotti
(Coordenador(a))
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