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INFORMAQGES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: Objetivo: Avaliar a capacidade do eluato proveniente da membrana de plasmarico em fibrina
Recebido em 30 de agosto de 2016 (PRF) de induzir proliferacao e diferenciacdo das células-tronco humanas isoladas de tecido
Aceito em 28 de outubro de 2016 adiposo (CTDAh) em condrocitos.
On-line em 20 de janeiro de 2017 Meétodo: As membranas de PRF foram obtidas por centrifugacdo de sangue periférico de
dois individuos saudéveis, cortadas, colocadas em pocos de placa de cultivo por 48h para
Palavras-chave: obtencao do eluato de fibrina. As CTDAh foram isoladas do tecido adiposo por digestdo
Plasma rico em plaquetas com solucdo de colagenase e expandidas in vitro. As células foram expandidas e trata-
Membranas das com meio de cultivo DMEM-F12, meio comercial para diferenciacdo condrocitica, e
Cartilagem eluato de fibrina durante trés dias e marcadas com BrdU para avaliacdo quantitativa da
Regeneracio proliferagdo celular com o uso do sistema de imagens High-Content Operetta® .Para o ensaio

de diferenciacdo condrogénica, as CTDAh foram cultivadas em micromassa por 21 dias e
coradas com azul de toluidina e agrecana para avaliacdo qualitativa em microscépio éptico.
As avaliacOes estatisticas foram feitas por meio dos testes Anova e Tukey.
Resultados: Houve uma maior proliferacdo das células tratadas com o eluato de fibrina
comparativamente com os outros dois tratamentos, nos quais o teste Anova apontou
significancia (p<0,001). A diferenciacdo em condrécitos foi visualizada pela presenca de
mucopolissacarideos na matriz das células tratadas com meio de diferenciacéo ou eluato e
marcagao positiva para agrecana.
Conclusbes: O tratamento com o eluato da membrana de fibrina estimulou a proliferagao
celular e induziu a diferenciacdo das células-tronco em condrdcitos, o que sugere uma
potencial aplicacdo da membrana de PRF nas terapias de regeneracao de cartilagem hialina.
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Proliferation and differentiation of stem cells in contact with eluate from
fibrin-rich plasma membrane

ABSTRACT

Keywords:
Platelet-rich plasma
Membranes
Cartilage
Regeneration

Objective: To evaluate the ability of the eluate from fibrin-rich plasma (FRP) membrane to
induce proliferation and differentiation of isolated human adipose-derived stem cells (ASCs)
into chondrocytes.

Method: FRP membranes were obtained by centrifugation of peripheral blood from two
healthy donors, cut, and maintained in culture plate wells for 48h to prepare the fibrin
eluate. The SCATh were isolated from adipose tissue by collagenase digestion solution,
and expanded in vitro. Cells were expanded and treated with DMEM-F12 culture, a com-
mercial media for chondrogenic differentiation, and eluate from FRP membrane for three
days, and labeled with BrdU for quantitative assessment of cell proliferation using the High-
-Content Operetta® imaging system. For the chondrogenic differentiation assay, the SCATh
were grown in micromass for 21 days and stained with toluidine blue and aggrecan for qua-
litative evaluation by light microscopy. The statistical analysis was performed using ANOVA
and Tukey’s test.

Results: There was a greater proliferation of cells treated with the eluate from FRP mem-
brane compared to the other two treatments, where the ANOVA test showed significance
(p<0.001). The differentiation into chondrocytes was visualized by the presence of muco-
polysaccharide in the matrix of the cells marked in blue toluidine and aggrecan.
Conclusions: Treatment with eluate from FRP membrane stimulated cell proliferation and
induced differentiation of the stem cells into chondrocytes, suggesting a potential applica-
tion of FRP membranes in hyaline cartilage regeneration therapies.

© 2016 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora
Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

Dentre as doengas degenerativas que acometem as pessoas
idosas, a degradacdo do tecido cartilaginoso articular, pro-
cesso conhecido como osteoartrite ou osteartrose (OA), é uma
das mais ocorrentes.’

A funcionalidade da cartilagem depende da integridade da
sua matriz extracelular (MEC) e do arranjo de seus componen-
tes moleculares. A susceptibilidade da cartilagem articular a
progressdo para a OA é devida a sua capacidade limitada de
autorregeneracdo causada pela baixa atividade mitética dos
condrécitos e pela sua natureza avascular.”?

Em grandes articulacoes que sdo submetidas a atrito e que
suportam peso, os defeitos na cartilagem ndo se regeneram
espontaneamente e necessitam de intervencdo terapéutica.
Os tratamentos convencionais disponiveis para reparar defei-
tos de cartilagens, como as abordagens ndo cirdrgicas de
injecdo de glucosamina, esteroides e acido hialurdnico, ou
tratamento cirdrgico como o debridamento, apenas aliviam
a dor e ndo restauram a superficie articular.* As técnicas
tradicionais sdo, portanto, paliativas. Lavagem e condroplas-
tia promovem alivio sintomatico da dor sem formacdo de
tecido hialino. Essas técnicas removem a camada superficial
da cartilagem, o que inclui as fibras de coldgeno, que sdo
responsaveis pela resisténcia mecanica e criam um tecido
cartilaginoso com funcionalidade inferior. A técnica de debri-
damento subcondral ou microfratura tem sido considerada
como estimulante para a producédo de tecido semelhante ao

hialino com propriedades e durabilidade comparaveis a carti-
lagem normal. No entanto, tem-se observado que, em muitos
casos, ocorre a formacdo de tecido fibrocartilaginoso que se
degenera com o tempo. Transplante osteocondral autélogo
e mosaicoplastia (autotransplante de cartilagem) podem res-
taurar o tecido cartilaginoso, mas suas aplica¢oes sao restritas
a pequenos defeitos e existem algumas preocupacdes em
relacdo & morbidade do local doador.”> O tratamento da OA
e dos defeitos locais da cartilagem articular permanece um
desafio. Nao existem, atualmente, tratamentos cirurgicos ou
nao cirdrgicos que resultem na reparacdo ou restauragdo da
superficie danificada.

De acordo com o exposto, os métodos de tratamento atu-
ais ndo fornecem um resultado satisfatério em longo prazo,
o que impulsiona investigacdes em abordagens inovadoras
na area da engenharia de tecidos com o uso de biomateriais
como arcaboucos para a formagdo de tecido novo.®’ Den-
tre os biomateriais estdo aqueles naturais autélogos, como
a membrana de plasma rico em fibrina (PRF). A membrana
de fibrina pode ser facilmente isolada do plasma proveniente
do sangue periférico do préprio paciente, por centrifugacéo,
quando é formada uma membrana densa de PRF que pode ser
prontamente usada depois de exsudada. O PRF exsudado con-
tém quantidade significativa de fatores de crescimento, além
de matriz de glicoproteinas, particularmente fibronectina e
vitronectina, duas proteinas-chave para permitir o contato
célula-matriz extracelular.?

A membrana de fibrina, portanto, é um biomaterial natural
autdlogo rico em glicoproteinas e em fatores de crescimento,
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de facil preparacdo e de baixo custo. Por ser autélogo, nao
existe risco de infecgcdo ou do desencadeamento de processos
autoimunes. Do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a capacidade da membrana de plasma rico em fibrina (PRF) de
induzir proliferagdo e diferenciagdo das células-tronco huma-
nas, derivadas de tecido adiposo, em condrécitos.

Material

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da PUC-PR, com o parecer n° 1.348.208.

Foi feita a coleta do sangue periférico de dois voluntarios
saudaveis para obtencdo da membrana de fibrina. Os par-
ticipantes foram escolhidos de acordo com os critérios de
inclusdo: entre 18 e 55 anos; minimo de 54kg de massa cor-
porea; nao ser portador de doencas crénicas ou autoimunes;
ndo ser fumante; nao ter ingerido aspirina ou outros medi-
camentos que possam interferir no processo de coagulacao
nas ultimas duas semanas. Os critérios de exclusdo foram:
estar gestante; apresentar quadro de insuficiéncia arterial
e/ou venosa periférica; fazer uso continuo de medicamentos
anticoagulantes.

As células-tronco humanas derivadas de tecido adiposo
(CTDAN) foram obtidas por meio da cirurgia de lipoaspiracdo
de um dnico doador, do qual foram isoladas e expandidas. O
doador aceitou a doagao e assinou o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Método
Preparagdo das membranas de fibrina e do eluato

Foram extraidos 80ml de sangue da veia antecubital (super-
ficial) de cada participante com o auxilio de um dispositivo
Scalp 21G (BD Vacuntainer®) para o preenchimento de oito
tubos de plastico de 10ml para coleta de sangue por vacuo
(BD Vacuntainer®), devidamente esterilizados e identificados
com cédigos. Os tubos ndo continham anticoagulantes, mas
continham ativador de coagulo. O sangue coletado foi ime-
diatamente centrifugado (centrifuga digital Spinlab) a 770g
durante 12 minutos em temperatura ambiente controlada
de 20°C. Depois da centrifugacdo, o codgulo de PRF foi reti-
rado com o auxilio de uma pinca esterilizada e, com uma
tesoura estéril, a pequena parte de células vermelhas aderi-
das a sua extremidade foi retirada. Em seguida, os codgulos
foram prensados com o auxilio de uma chapa de ago inoxi-
davel (Box PRF Bdeon®) também esterilizada para retirada
do soro (extracdo do exsudado). Obteve-se, entdo, a mem-
brana de PRE’ As membranas foram usadas imediatamente
a sua producdo para obtencdo do eluato, o que evitou qual-
quer degeneracdo proteica, que pode ocorrer em, no maximo,
3h.

Oito membranas de PRF dos dois participantes, assim que
extraidas e exsudadas, foram cortadas com auxilio de uma
pinca estéril para bidépsia punch (n° 6 mm Miltex®) em trés cir-
culos de 6 mm e foram colocadas em pog¢os de placas de cultivo
de 6 pocos (GreinerBio-One). Em seguida, foram adicionados
5ml de meio de cultura DMEM-F12 sem SBF em cada poco.
Os sobrenadantes das placas foram retirados depois de 48h e

transferidos para tubos de 50ml e mantidos entre 2 e 8°C.'0
Dessa forma foi obtido o eluato de cada individuo.

Isolamento e expansdo das células-tronco derivadas do
tecido adiposo humano (CTDAh)

O frasco com 50ml do tecido adiposo (TA) foi processado em
um fluxo laminar, usou-se o método de digestdo enzimética
conforme Rebelatto et al.'* Nesse processo, o TA foi lavado trés
vezes com 150ml de solugéo salina fosfatada (PBS - Gibco™
Life Technologies, Grand Island, USA) e dissociado com colage-
nase tipo I (1 mg para cada mL de gordura) (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA), durante 30 minutos em 37°C, com agitacdo cons-
tante. Apds a digestdo, a parte liquida inferior foi retirada e
filtrada com cell strainer (poro de 100 um) (BD Falcon™, BD
Biosciences Discovery Labware, Bedford, USA). A suspensao
celular foi centrifugada a 800 g por 10 minutos e os eritrocitos
contaminantes foram removidos apds a lise com um tam-
péo pH 7,3."? As células foram lavadas e filtradas novamente
com cell strainer (filtro de 40 pm) (BD Falcon™, BD Bioscien-
ces Discovery Labware, Bedford, USA). As células resultantes
foram cultivadas em densidade de 1x 10° células/cm? em
frascos de cultura de T75 (TPP, Trasadingen, Switzerland) em
meio DMEM-F12 (Gibco™ Invitrogen, NY, USA), suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF - Gibco™ Invitrogen, NY,
USA), 1% de penicilina (100 unidades/mL) e estreptomicina
(100 pg/ml) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA).

As CTDAh foram mantidas em estufa com 5% de tensao
de CO,, 37°C e 95% de umidade. Depois de 72h de cultivo as
células nao aderentes foram removidas e descartadas. As tro-
cas de meio foram feitas duas vezes por semana e as células
foram mantidas até atingir confluéncia entre 80% e 90%. Em
seguida, as células foram dissociadas (descoladas do fundo
do frasco) com tripsina/EDTA 0,25% (Invitrogen™, NY, USA) e
replaqueadas em outros frascos de cultivo, o que caracterizou
a primeira passagem (P1). Depois da terceira dissociacao (P3),
as células foram suspensas em meio DMEM-F12 com 15% de
SFB e contadas em cdmara de Neubauer.

Cultivo das CTDAh com o eluato de PRF

Foram distribuidas 3.000 células por poco em placas de cultura
de 96 pocos (GreinerBio-One) com meio DMEM-F12 e 15% de
SBF, que foram mantidas em estufa com 5% de tensdo de CO;
durante 12 h para a aderéncia celular.

Depois de 12h de cultivo, retirou-se o meio com soro e foi
adicionado meio sem soro para carenciamento celular (livre
de SBF), com o objetivo de evitar a interferéncia dos fatores
de crescimento do soro na proliferacéo celular. Depois de 24h
foram adicionados 150 ul do eluato das membranas obtidas
dos dois doadores em cada poco (pocos teste) e 150 ul de meio
com SBF nos pogos-controle. As células foram cultivadas por
3 dias. A troca de eluato das membranas e meio de cultura foi
feita diariamente.!® Depois de trés dias de cultivo foi feita a
marcacao com BrdU para avaliar a proliferacao celular.

Para o teste de proliferacdo celular, as células foram plaque-
adas em sextuplicatas técnicas. Os resultados com o nimero
total de nucleos e porcentagem de células marcadas com BrdU
foram representados como a média das réplicas técnicas.
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Marcagdo das células com bromodeoxiuridina (BrdU) e
avaliagdo da proliferacdo celular

Depois de trés dias de cultivo foi feita a marcagdo com BrdU
durante 24 h para se avaliar a proliferacdo celular. Para tanto,
foram adicionados 50 pl por poco de BrdU (Eugene, Life Tech-
nologies, Oregon, USA) na concentragdo de 100 uM. Depois de
24h, as células foram lavadas com PBS e fixadas com para-
formoldeido 4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), durante 30
minutos, em temperatura ambiente. Depois de fixadas, as
células foram lavadas com PBS e, posteriormente, com agua
destilada durante 5 minutos com agitacdo. Em seguida, as
células foram lavadas por duas vezes com HCl 2N a 50°C por
10 minutos com agitacao e depois lavadas com tampao borato
a 50°C por 10 min. com agitagao.

As células foram permeabilizadas com TBS-Triton 0,3%
(Sigma-Aldrich) por 10 minutos com agitacdo. Logo apds, os
sitios inespecificos foram bloqueados com TBS 10mM +5%
soro de cabra + 1% albumina bovina +0,1% Triton por 1h com
agitacdo. Em seguida, as células foram incubadas com o anti-
corpo BrdU conjugado com AlexaFluor 488 (dilui¢do 1:200) (Life
Technologies, Oregon, USA) por 1h a temperatura ambiente.
Depois da marcagao as células foram novamente lavadas com
PBS.

Para a visualizacdo do nucleo, usou-se o DAPI (1pg/uL)
(Eugene, Life Technologies, Oregon, USA) por 5 minutos na
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas
com PBS e dgua destilada.

Para o ensaio de proliferacdo celular, a placa de 96 pocos
foi escaneada com o sistema de imagens Hight-Content Ope-
retta (gentilmente cedido pela Perkin Elmer®) com 10x de
ampliacdo, foram avaliados 9 campos/pogo. As imagens foram
analisadas com o software Harmony 3.5.2 (Perkin Elmer®).

Foram usados marcadores especificos, que no sistema
de imagem Hight-Content Operetta® evidenciou os nucleos
encontrados em cada pogo da placa de cultivo celular. Como
marcadores foram usados: DAPI como controle para marcacao
dos nucleos celulares; BrdU + anti-BrdU, onde o BrdU é incor-
porado na timina do DNA das células em proliferacdo e marca,
portanto, as células em divisdo celular; e somente anti-BrdU
como controle negativo, anticorpo secundério que tem um
fluoréforo (verde) quando ligado ao BrdU.

Os dados foram analisados com o programa Graphpad
Prism versdo 7, com o teste Anova, seguido por teste de
Tukey. Diferencas com p < 0,05 foram consideradas estatistica-
mente significativas. Os dados foram expressos com o nimero
total de nucleos marcados e em percentual de células em
proliferacdo durante o pulso de BrdU.

Avaliagdo da diferenciagdo das células tronco em
condroécitos

Para a diferenciacdo condrogénica as CTDAh foram isoladas
e expandidas conforme descrito anteriormente. Essas célu-
las foram cultivadas em micromassa. Cerca de 2 x 10° células
diluidas em 0,5ml de meio de cultura foram centrifugadas a
400 g por 10 minutos, em um tubo de polipropileno de 15ml
para formar o pellet celular. As células foram cultivadas por
21 dias em trés condicdes: meio comercial de diferenciacdo
condrogénica (Differentiation Basal Medium Chondrogenic)

(Lonza, Walkerville, USA), meio DMEM-F12 + 15% de SFB (con-
trole) e eluato de fibrina obtido dos dois individuos. Para cada
condicao, foi adicionado ao pellet celular 0,5ml de solucao,
homogeneizado e novamente centrifugado a 400g por 10
minutos. Os tubos com as células foram incubados em estufa
em 37 °C, com 5% de CO,.

Sem mexer no pellet celular, o meio foi trocado a cada
trés dias. No 21° dia, o agregado celular foi fixado em for-
maldeido 10% por 1h em temperatura ambiente, desidratado
em diluicbes seriadas de alcool etilico, diafanizado em xilol
e infiltrado por parafina liquida. Os blocos parafinados foram
seccionados em micrétomo (4 um) e as ldminas foram coradas
por técnica histolégica em azul de toluidina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) a fim de expor a matriz de mucopolissacarideos
e marcadas por técnica imunocitoquimica com o anticorpo
agrecana (Invitrogen™, NY, USA) (1:100) para verificar a exis-
téncia de matriz extracelular sintetizada por condrécitos.

Resultados

Depois das membranas de PRF serem extraidas dos tubos, foi
possivel identificar as trés regides na membrana identificadas
por Dohan et al. (2006b),* como: trombo vermelho (“red throm-
bus”) caracterizado por um agregado de hemacias e plaquetas
a matriz de fibrina; rede de fibrina (“fibrin clot”), drea acelular
formada por matriz de fibrina; e drea mista (“buffy coat”), parte
intermedidria entre a vermelha e a branca.

A andlise microscépica da membrana de PRF (fig. 1) com-
provou a formacgdo das regides vistas macroscopicamente.
Os cortes histolégicos demonstraram que a parte inferior da
matriz de fibrina (PRF) é ocupada por estrias esbranquigadas
(“area mista”) e agregados de fragmentos celulares (“trombo
vermelho”). Entretanto, a parte superior do codgulo, consti-
tuida pela rede de fibrina, ndo apresenta plaquetas ou outro
corpo celular.

Inicialmente os ensaios de proliferacao celular foram fei-
tos com as CTDAh diretamente sobre a membrana de fibrina,
entretanto verificou-se que tinha autofluorescéncia depois da
marcagao com anticorpos, o que impedia a contagem das célu-
las pelo microscépio de infravermelho invertido Operetta®.
Como opgéo foi adaptado o experimento de Gassling et al.'?
com o eluato da membrana de fibrina em vez da prépria mem-
brana.

A tabela 1 mostra a média de nucleos marcados em cada
poco por tratamento no momento do cultivo. Neste estudo,
foi observado que o tratamento de eluato de fibrina foi sig-
nificativo para a quantidade de células marcadas em relacdo
ao grupo controle, com o valor de p=0,002 para o teste Anova
(n=6). O pbs-teste de Tukey revelou que houve diferenca sig-
nificativa entre o grupo CTDAh +Eluato 1 e os demais grupos,
como mostra a figura 2A.

Os tratamentos com eluato de fibrina também obtiveram
maior porcentagem de nucleos marcados em proliferacdo
celular durante o pulso do BrdU (24h) em comparagdo com
o grupo controle (tabela 2). O teste Anova demonstrou signifi-
céncia, com valor de p<0,0001 (n=6). O pds-teste de Tukey
revelou que os grupos, CTDAh+Eluato 1 e CTDAh +Eluato
2 tiveram diferenca estatistica em relacdo ao controle, e
entre si, como mostra a figura 2B. Pode-se afirmar que houve
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Figura 1 - Anilise microscépica da membrana de fibrina. A, acimulo de plaquetas na regido inferior (setas) em transicdo
com a regido mista que apresenta estrias esbranquicadas (estrelas); B, drea superior do coagulo com a extensa rede de

fibrina. Colora¢do: Hematoxilina-Eosina. Aumento 10x.

Tabela 1 - Numero total de niicleos marcados logo depois do cultivo

Poco 1 Pogo 2 Pogo 3 Pogo 4 Pogo 5 Pogo 6
CTDAh 1.266 3.433 4.299 5.372 5.008 2.986
CTDAh +Eluato 1 5.459 9.356 9.848 ND 8.620 6.699
CTDA +Eluato 2 5.268 2.967 6.367 5.745 6.111 7.171
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Figura 2 - Resultados estatisticos que mostram: A, total de células marcadas por condicido de cultivo; B, porcentagem de

células em proliferacdo 24 h (marcadas com BrDU).

Tabela 2 - Porcentagem de células marcadas com BrdU em proliferagio celular (24 h)

Poco 1 Pogo 2 Pogo 3 Pogo 4 Pogo 5 Pogo 6
CTDAh 37 28 26 27 26 32
CTDAh +Eluato 1 62 51 55 ND 64 63
CTDAh + Eluato 2 47 40 42 49 38 51

maior divisao celular, portanto, proliferacao celular, quando
as CTDAh estiveram em contato com o eluato de fibrina.

A andlise microscépica das laminas histolégicas do ensaio
de diferenciacdo condrogénica demonstrou que as trés
condicoes do ensaio (controle, meio de diferencia¢cdao comer-
cial Gibco™ e eluato de fibrina) foram capazes de induzir a
diferenciacao das células-tronco em condrécitos.

E possivel observar nas imagens microscépicas da figura 3,
em azul de touluidina, que as células cultivadas em meio

de diferenciacdo comercial e em eluato de fibrina apresen-
taram uma matriz extracelular mais organizada (C e E), com
poucos espacos entre as células, em comparacio com as célu-
las cultivadas somente com meio SFB (controle). As células
do controle (A) tém uma matriz com bastante espaco entre
as células e com coloragdo menos intensa do que os demais
ensaios (meio diferenciacdo e eluato de fibrina), o que indica
menor quantidade de mucopolissacarideos na matriz extra-
celular. A coloragdo de azul de toluidina marca grupos acidos
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Figura 3 - Avaliacdo microscépica do ensaio de diferenciagio condrogénica: A, C e E, matriz extracelular evidenciada pela
coloracao com azul de toluidina, que mostra maior intensidade no meio de diferenciacao e eluato; B, D e F, marca¢cdo em
imunocitoquimica para agrecana, proteina da MEGC, expressa por células em diferenciacdo em condrdcitos (setas). Aumento

de 40x.

de componentes celulares, como a regido do nucleo celu-
lar, e tem afinidade por mucopolissacarideos, encontrados
na matriz extracelular cartilaginosa, como proteoglicanos e
glicosaminoglicanos.!!

A marcacdo imunocitoquimica para agrecana sugere que
todos os ensaios tém a glicoproteina expressa na matriz extra-
celular. A marcacdo é visualizada com pouca intensidade
(setas em B, D e F), pois se trata de cultivo celular experimental
de 21 dias. Na comparac¢do das imagens, é possivel identifi-
car pontos que variam na tonalidade (de claro a médio) no
citoplasma de varias células. As células do meio que contém
eluato tiveram expressdo de agrecana e mostraram o inicio

de diferenciag@o condrocitica confirmado pela coloragdo com
azul de toluidina.

Discussao

Depois de retirado o exsudado por compressdo, obtiveram-
-se membranas com 3 cm? de 4rea. Pode-se comprovar que a
membrana de PRF tem textura e elasticidade suficientes para
aplicagdes como biomaterial como sugerido por Khorshidi
etal.’?

Além dessas caracteristicas fisicas, Dohan et al.'® demons-
traram que, na membrana de PRF, depois da centrifugacao,
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as plaquetas sao ativadas e os fatores de crescimento (TGF-
-B, PDGF, IGF) e citocinas liberados gradualmente. Durante
esse processo ocorre uma reacao intercelular entre a fibrina,
as citocinas e a matriz extracelular do local envolvido. Dessa
forma, o PRF progressivamente age na modulacdo de uma res-
posta inflamatéria do tecido, tanto ao atrair novas células para
regenerar o tecido adjacente como ao contribuir para a defesa
contra bactérias e outros patégenos.’

Em um terceiro estudo, Dohan et al.,'® investigaram quais
citocinas estariam presentes na membrana de PRF. Foram
encontrados citocinas de efeito pré-inflamatérios (IL-1, IL-6
e TNF-a) e anti-inflamatdrios (IL-4), assim como o fator de
crescimento responsavel pela angiogénese local (VEGF), o que
resulta numa resposta eficiente contra a inflamacéo tecidual.

Gassling et al.'° compararam o crescimento de células
periésteas humanas em membranas de PRF com seu cres-
cimento em membranas de coldgeno comercial. O estudo
avaliou a viabilidade celular, a biocompatibilidade por dosa-
gem de desidrogenase lactica (LDH) e a proliferacdo celular
por BrdU. Os resultados mostraram que ambas as membranas
exibiam células vidveis e auséncia de apoptose. Os testes com
o BrdU indicaram maior proliferacdo celular nas membranas
de PRF do que nas de coldgeno, enquanto que os testes de
MTT confirmaram maior atividade metabdlica também para
as membranas de fibrina.

Semelhantemente ao estudo anterior, Gassling et al.’®
propdem o uso de eluato da membrana de fibrina para cul-
tivar osteoblastos. O estudo compara a compatibilidade e a
proliferacdo celular entre as membranas de fibrina e de cola-
geno comercial. Os resultados mostraram maior proliferacdo
celular por BrdU para a membrana de PRF, assim como maior
diferenciacao celular por teste de fosfatase alcalina.

No presente estudo foi observada diferenca significativa de
proliferacao celular entre o grupo controle e os grupos de elu-
ato, o eluatol foi o grupo com maior quantidade de nucleos
marcados em proliferacdo por BrdU. A diferenca nos resul-
tados sugere que o codgulo de fibrina pode variar, de acordo
com o doador, na quantidade de plaquetas, citocinas e fato-
res de crescimentos, que sao fundamentais para o mecanismo
celular de proliferagdo celular, uma vez que foram produzidas
membranas de dois doadores.

A formacdo do codgulo de fibrina envolve uma lenta
polimerizacdo da fibrina no tubo, que resulta da coagulacao
feita por concentracdes autdlogas de trombina, que influen-
ciam na estrutura tridimensional da malha de fibrina obtida.
Dessa forma, a fibrina formada pode assumir duas arqui-
teturas distintas: tetramolecular condensada, com jungoes
bilaterais, e trimolecular conectada, com jungdes equila-
terais. O PRF com juncgoes bilaterais é formado em altas
concentracoes de trombina, resulta em uma rede de fibrina
muito rigida, que ndo favorece a passagem dos fatores de
crescimento para meio celular. Por outro lado, em baixa
concentracdo de trombina, a rede de fibrina formada com
juncoes equilaterais é fina e flexivel, facilita a infiltracdo dos
fatores de crescimento e quimiotaxia de outras células para o
local.'®

Os resultados de proliferacao celular em contato com PRF
também sdo corroborados pelo estudo de Ehrenfestetal.,’® que
analisaram o seu efeito em cultura priméria de diferentes tipos

celulares humanos (fibroblastos gengivais, pré-queratincitos
dermais, pré-adipdcitos e osteoblastos maxilo-faciais), o que
comprova a capacidade do PRF de induzir a proliferacdo de
todos os tipos celulares, principalmente dos osteoblastos, e
sugere que os fatores de crescimento promovem angiogénese,
proliferacdo e diferenciacédo celular.

O uso de CTDAh derivadas de tecido adiposo mamario e
PRF foi feito Xu et al.?° Esses autores trataram as células-tronco
com ginsenoside Rgl (composto esterol extraido do ginseng)
e com PRF. Ambos promoveram proliferacdo e diferenciacdo
celular e foi observada a expressdo de colageno e de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF).

Durante a diferenciacdo condrogénica os condrécitos sin-
tetizam a matriz extracelular, enquanto outros fatores de
crescimento atuam sinergicamente para esse evento. Froeli-
chet et al.?! cultivaram CTDAh com um biomaterial composto
de fibrina em gel e poliuretano e adicionaram fatores de cres-
cimento TGF-B e BMP-2 por 35 dias. O ensaio comprovou a
capacidade das CTDAh de se diferenciar em condrécitos e de o
compdsito (fibrina + poliuretano) servir como arcabougo para o
crescimento celular e ainda detectou a deposicdo da agrecana
e de glicosaminoglicana na matriz extracelular.

A diferenciac¢éo condrocitica também foi observada com o
uso do plasma rico em plaquetas (PRP). Mishra et al.?? obser-
varam in vitro que o PRP tinha capacidade de proliferacdo e
diferenciacdo das células-tronco em condrdcitos, a partir do
uso de marcadores de ciclo celular (Sox-9) e de componente
estrutural da cartilagem articular (agrecana).

A influéncia do coldgeno em cultivo de micromassa de
células-tronco (CTMh) pré- diferenciadas em condrdcitos foi
estudada por Hui et al.”> A partir de ensaios histolégicos e imu-
nocitoquimicos puderam verificar positividade de marcacdo
em componentes da matriz extracelular da micromassa celu-
lar, como a GAG, coldgeno tipo II e agrecana altamente
expressos pela célula. Esse achado corrobora os resultados
histolégicos e imunocitoquimicos deste trabalho, no qual a
matriz extracelular foi intensamente marcada em azul de
toluidina e em agrecana, o que sugere que o eluato de fibrina
induziu as células tronco a se diferenciarem em condrécitos.

Em um estudo de proliferagdo celular, Wu et al.>* comprova-
ram que a membrana de PRF é capaz de diferenciar as células
em osteoblastos, assim como regular a expressdo das protei-
nas que sintetizam a matriz extracelular, o que resulta em um
efeito de regeneracao do tecido lesado.

Conclusao

O método de extracdo da membrana de fibrina do sangue peri-
férico, usado no presente trabalho, mostrou ser eficaz e as
membranas foram produzidas com caracteristicas estruturais
semelhantes as descritas na literatura disponivel. O protocolo
experimental escolhido com o uso do eluato de membrana
de fibrina em vez da prépria membrana foi necessario para a
visualizacdo e contagem das células, impedida pela autofluo-
rescéncia da membrana.

O cultivo das células-tronco derivadas de tecido adiposo
com a adicdo do eluato da membrana de fibrina mostrou
diferenca significativa na proliferacdo celular em relacdo
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ao grupo controle (p=0,002 para o teste Anova com n==6).
Esse resultado mostra a capacidade da membrana de
fibrina de favorecer a regeneracdo de tecidos. O pds-teste
de Tukey revelou que houve diferenca significativa entre
o grupo CTDAh+Eluato 1 e os demais grupos (controle
e CTDAh+Eluato 2) e que as condicbes fisiolégicas dos
participantes interferem nas propriedades do PRF.

O inicio da diferencia¢do condrocitica nos pogos com o elu-
ato de fibrina foi confirmado pela expressao de glicoproteinas
presentes na matriz extracelular cartilaginosa visualizadas
com os marcadores azul de toluidina e agrecana. Portanto,
a membrana de fibrina é capaz de induzir a diferenciacdo
de células-tronco em condrdcitos, favorece a regeneracdo
do tecido cartilaginoso, principalmente quando usada na
articulacdo danificada em conjunto com injecdo dessas
células.
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