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RESUMO

Introducgao: A busca por tratamentos cirurgicos ou nao cirurgicos que melhorem ou
que restaurem a longo prazo as funcdes do tecido cartilaginoso danificado pela
osteoartrite (AO), € um tema de enorme interesse na area de engenharia de tecidos,
que investiga solucdbes combinando células-tronco, biomateriais e fatores de
crescimento. Para tanto, o plasma rico em fibrina (PRF) surge como uma alternativa
capaz de aumentar a proliferacéo e diferenciagao celular e apresenta vantagens em
relacdo aos tratamentos convencionais, devido a sua facilidade de obtencao, ser
autdlogo e possuir grande quantidade de fatores de crescimento. Objetivo: Obter as
membranas de PRF e avaliar sua capacidade em proliferar e diferenciar células-
tronco humanas derivadas de tecido adiposo (CTDAh). Métodos: As membranas
foram obtidas por centrifugacdo de sangue periférico em tubo sem anticoagulantes,
e apos extracao do exsudado foram cortadas, e mantidas dentro de pogos de placa
de cultivo por 48h para preparagcdao do eluato de fibrina. Para o ensaio de
proliferacdo e diferenciacdo celular foram usadas células-tronco isoladas de tecido
adiposo (CTDAh), que foram obtidas por digestdo com solugdo de colagenase,
caracterizadas por citoquimica e citometria de fluxo, e expandidas in vitro. As CTDAh
foram cultivas com eluato de fibrina de dois doadores, e apds 3 dias marcadas com
BrdU para avaliagdo quantitativa com sistema de imagens Hight-Content Operetta®.
Para o ensaio de diferenciagcdo condrogénica as CTDAh foram cultivadas em
micromassa por 21 dias, e marcadas em azul de toluidina e agrecan para avaliagao
qualitativa em microscopio. Resultados: As membranas apresentaram macro e
microscopicamente as regides caracterizadas por area do trombo vermelho, mista e
rede de fibrina. As células cultidas e mantidas com o eluato de fibrina foram positivas
para o marcador BrdU, caracterizando proliferacdo celular, onde o teste ANOVA
apontou significancia (p<0,001), e o pos-teste de Tukey (n=6) evidenciou que os
grupos que receberam o eluato de fibrina tiveram maior proliferagdo em relagdo ao
grupo controle. A diferenciagdo condrocitica foi visualizada pela expressdo de
mucopolissarideos e agrecana das células marcadas em azul de toluidina e
agrecana. Conclusao: O protocolo empregado com o eluato da membrana de
fibrina foi capaz de proliferar as CTDAh, assim como induzi-las ao inicio de
diferenciagcdo em condrocitos, sugerindo uma potencial aplicagdo do plasma rico em
fibrina em terapias de regeneracao celular. Entretanto, é necessario a utilizagao de
mais doadores para confirmar nossos resultados.

Palavras chave: membrana de PRF; cartilagem hialina; regeneragao de cartilagem.



ABSTRACT

Introduction: The search for surgical or non-surgical treatments that improve or
restore long-term functions of cartilage tissue damaged by osteoarthritis (AO) is a
topic of great interest in the field of tissue engineering, which investigates solutions
combining stem cells, biomaterials and growth factors. Platelet-rich fibrin (PRF)
appears as an alternative, increases cell proliferation and differentiation, and
presents advantages over conventional treatments due to its ease of obtaining, being
autologous and possessing a great amount of growth factors. Objective: To evaluate
the capacity from the eluate PRF membrane to induce proliferation and differentiation
of isolated human adipose tissue-derived msenchymal stem cells (ASCs), and
chondrocytes. Methods: PRF membranes were obtained by centrifugation of
peripheral blood from two healthy donors, cut, and maintained in culture plate wells
for 48 h to prepare the fibrin eluate. The ASCs were isolated from adipose tissue by
collagenase digestion solution, and expanded in vitro. Cells were expanded and
treated with DMEM-F12 culture, media commercial for chondrogenic differentiation
and eluate fibrin for three days and labeled with BrdU for quantitative assessment of
cell proliferation using Hight-Content Operetta® imaging system. For chondrogenic
differentiation assay the ASCs were grown in micromass for 21 days and stained with
toluidine blue and aggrecan for qualitative evaluation by light microscopy. The
statistical analysis was performed using ANOVA and Tukey tests. Results: The
cultivated cells maintained in the fibrin eluate were positive for BrdU labeling,
characterizing cell proliferation, with ANOVA test significance (p < 0.001). The
differentiation into chondrocytes was visualized by mucopolissarideos expression of
the cells marked in blue toluidine and aggrecan. Conclusion: Treatment with the
eluate fibrin membrane stimulated cell proliferation and induce differentiation of stem
cells into chondrocytes, suggesting potential application of PRF membrane in hyaline
cartilage regeneration therapies. However, more donors are needed to confirm our
results.

Keywords: PRF membrane; hyaline cartilage; cartilage regeneration.
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1 INTRODUGCAO

O conhecimento de novas tecnologias em diversas areas da ciéncia,
juntamente com melhores investimentos em saneamento basico, campanhas de
promocao de saude e melhor nivel educacional da populagdo, trouxeram um
aumento importante na expectativa de vida da populagao em todo mundo. Estima-se
que o numero de habitantes de terceira idade (mais de 65 anos) triplicara até 2.060,
e o0 numero de habitantes com mais de 85 anos sera multiplicado por seis, em
relacdo aos dados de 2012. O primeiro grupo gera, normalmente, custos sociais
quatro a seis vezes maiores do que os de idades inferiores, enquanto que o segundo
grupo consome 20 vezes mais custos da assisténcia médica e duas vezes mais
internacao hospitalar do que o primeiro. Doencas degenerativas sao a principal
causa dessa carga social (BOROJEVIC, 2012). Dentre essas doengas, a
degradacio do tecido cartilaginoso articular, processo conhecido como osteoartrite
ou osteartrose (OA), € uma das mais ocorrentes (FULLER, 2007; PUCINELLI et al.,
2010).

A cartilagem € um tecido especializado que aumenta a congruéncia, protege o
0sso subcondral de altas tensdes e reduz o atrito nas extremidades articulares dos
0ssos longos. Estas propriedades se devem pelo tecido cartilagineo ser composto
basicamente por agua (60% de sua massa) e por uma matriz formada por
proteoglicanos (PG) e fibras de colageno (FC) tipo Il, ambos sintetizados pela célula
fundamental da cartilagem, o condrocito (NARANJO; ZAPATA, 2011).

A funcionalidade da cartilagem depende da integridade da sua matriz
extracelular (MEC) e do arranjo de seus componentes moleculares. O equilibrio
dindmico da cartilagem articular saudavel é mantida e fortemente controlada por
fatores de crescimento anabdlicos, citocinas, metaloproteinases da matriz (MPMs) e
inibidores de metaloproteinases tissulares (TIMPs). O desbalanceamento entre a
sintese e a degradagcdo leva a perda progressiva dos componentes
macromoleculares da MEC (MYERS; SGAGLIONE; GRANDE, 2013). A
susceptibilidade da cartilagem articular a progressdo para a OA é devida a sua
capacidade limitada de autoregeneracado causada pela baixa atividade mitotica dos
condrécitos e pela sua natureza avascular (MYERS; SGAGLIONE; GRANDE, 2013;
BETSCH et al., 2013).
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Em grandes articulagbes que sdo submetidas a atrito e que suportam peso,
os defeitos na cartilagem nao se regeneram espontaneamente necessitando de
intervencao terapéutica. Os tratamentos convencionais disponiveis para reparar
defeitos de cartilagens como as abordagens nao cirurgicas de injecdo de
glucosamina, esteroides e acido hialurénico, ou tratamento cirurgico como o
debridamento, apenas aliviam a dor e nao restauram a superficie articular (PEI et al.,
2013).

As técnicas tradicionais sdo, portanto, paliativas. Lavagem e condroplastia
promovem alivio sintomatico da dor sem formacgao de tecido hialino. Essas técnicas
removem a camada superficial da cartilagem, o que inclui as fibras de colageno que
sdo responsaveis pela resisténcia mecanica, criando um tecido cartilaginoso com
funcionalidade inferior. A técnica de debridamento subcondral ou microfratura tem
sido considerada como estimulante para a producao de tecido semelhante ao hialino
com propriedades e durabilidade comparaveis a cartilagem normal. No entanto, tem-
se observado que, em muitos casos, ocorre a formacao de tecido fibrocartilaginoso
que se degenera com o tempo. Transplante osteocondral autélogo e mosaicoplastia
(autotransplante de cartilagem) podem restaurar o tecido cartilaginoso, mas suas
aplicagdes sao restritas a pequenos defeitos e existem algumas preocupagdes em
relacdo a morbidade do local doador (GOBBI et al., 2011). O tratamento da OA e
dos defeitos locais da cartilagem articular permanece um desafio. Nao existem,
atualmente, tratamentos cirdrgicos ou nao cirurgicos que sejam curativos ou que
resultem na reparacio ou restauragao da superficie danificada.

Portanto, de acordo com o exposto, os métodos de tratamento atuais n&o
fornecem um resultado satisfatério em longo prazo, o que impulsiona investigacoes
em abordagens inovadoras na area da engenharia de tecidos, as quais sao
estratégias promissoras para a reparagao de lesdes das cartilagens articulares
combinando células-tronco, biomateriais e fatores de crescimento (GE et al., 2012;
FEDOROVICH et al., 2011).

Essas abordagens estdo viculadas a Medicina Regenerativa (MR) definida, de
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como “atividade
que aplica os principios da engenharia e das ciéncias da saude para a obtencao de
substitutos biolégicos que mantenham, melhorem ou restaurem as fungbes de

orgaos e tecidos do corpo humano”.
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Dentro desta definicdo encontram-se os biomateriais naturais autélogos
conhecidos como a membrana de fibrina. A membrana de fibrina pode ser facilmente
isolada do plasma rico em fibrina (PRF) proveniente do sangue periférico do préprio
paciente. O sangue venoso extraido € centrifugado e as células vermelhas
depositadas na base do tubo sao descartadas. Plasma pobre em plaquetas compde
0 sobrenadante e na porgao intermediaria € formada uma membrana densa de PRF
que pode ser prontamente usada depois de exsudada. Tanto o PRF exsudado
quanto o plasma pobre em plaguetas contém quantidade significativa de fatores de
crescimento como: transformador (TGFB-1); derivado de plaqueta (PDGF-AB);
epidermal (EGF); endotelial vascular (VEGF), etc, além de matriz de glicoproteinas,
particularmente, fibronectina e vitronectina, duas proteinas chave para permitir o
contato célula-matriz extracelular (DEL CORSO; TOFFLER; EHRENFEST, 2010).

A membrana de fibrina, portanto, € um biomaterial natural autélogo rico em
glicoproteinas e em fatores de crescimento, de facil preparagdo e de baixo custo.
Por ser autdlogo, nao existe risco de infeccao ou do desencadeamento de processos
autoimunes. Por isso, o presente trabalho propés o estudo in vitro da capacidade da
membrana de fibrina em proliferar células-tronco humanas adultas e em diferencia-

las em condrécitos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade da membrana de plasma rico em fibrina em proliferar e

diferenciar células-tronco humanas derivadas de tecido adiposo (CTDAh).

1.1.2Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:
a) Obter as membranas de plasma rico em fibrina (PRF);
b) Avaliar o efeito da membrana de PRF na proliferagcdo celular nas
células-tronco humanas derivadas de tecido adisposo (CTDAh);
c) Avaliar a capacidade da membrana de PRF em induzir a diferenciagcao

das CTDAh em condrdcitos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisado da literatura aborda aspectos importantes para o entendimento do
processo de cicatrizagao do tecido cartilaginoso. Inicialmente, é realizada uma breve
descricao da cartilagem hialina e dos componentes que a definem, assim como o
que leva ao seu processo de degeneragcdo. Em seguida, sdo apresentadas as
informagdes da literatura em relagdo ao PRF e aos fatores de crescimento
associados ao plasma sanguineo que afetam diretamente os processos de
cicatrizacdo dos tecidos vivos e sao importantes, portanto, para o processo de

regeneracgao do tecido cartilaginoso.

2.1 CARTILAGEM HIALINA ARTICULAR

A cartilagem hialina € a estrutura mais importante das articulagées por ter a
funcao de proteger as superficies articulares. Essa estrutura forma uma superficie
lisa e lubrificada impedindo que ocorra a abrasao entre as partes em movimento e
auxiliando na distribuicdo das tensdes durante os carregamentos ciclicos da marcha
(KHEIR; SHAW, 2009).

Por ser o tipo de cartilagem mais encontrado no corpo humano, e, por isso, o
tecido mais estudado, € visto a fresco (in vivo) com uma coloragédo branco-azulada e
translucida. A figura 1 mostra microscopicamente a cartilagem hialina presente entre
a diafise e epifise dos ossos longos em crescimento, correspondendo ao disco
epifisario, que é responsavel pelo crescimento do osso em extensdo. E possivel
visualizar quatro distintas regides da cartilagem hialina: de repouso; seriada, com
grupos de condrécitos em proliferagao; hipertrofica, com condrécito envolto por
lacuna; e por fim, zona de cartilagem calcificada, onde estd apenas a lacuna
(STOCKWELL, 1967; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Figura 1. Regides microscopicas da cartilagem hialina
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Fonte: A autora, 2016. Aumento de 10x, Coloragéo: Trocrémico de Mallory
(adaptado de Junqueira; Carneiro, 2013)

Este tecido é resistente, elastico, flexivel e composto por células diferenciadas
(condrdcitos) inseridas em uma matriz de fibras colagenas tipo Il e proteoglicanos
(PG) e envoltas por agua e matriz extracelular (BUCKWALTER, 1998; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013). A espessura da cartilagem esta entre 1 e 2 mm, dependendo da
articulagdo a que esta vinculada (SUH et al., 1995). A constituicdo da cartilagem

hialina € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Constituicdo da cartilagem hialina.

Constituinte Componente (% massa)
Liquido Agua 70
Células Condrdcitos 5

Glicoproteinas adesivas 5

Solidos (MEC) Glicosaminoglicanos (GAG) 20

Colageno tipo Il 75

Fonte: (SUH et al., 1995; KHEIR; SHAW, 2009).

A integridade funcional do tecido cartilaginoso hialino, que funciona como uma
mola biomecanica para absor¢do de choques mecanicos resulta do arranjo entre
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condrécitos e MEC, que possui alto conteudo de agua de solvatagao das moléculas
de glicosaminoglicanos (GAG). Outro componente fundamental na estrutura da
matriz da cartilagem hialina é a condronectina, uma glicoproteina de associagdo do
arcabou¢o macromolecular da matriz com os condrécitos (BUCKWALTER, 1998;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A cartilagem articular € formada por quatro regides: superficial, mediana,
profunda e regido calcificada. Cada regido é dividida em trés outras regides:
pericular, matriz territorial e matriz interterritorial, como ilustra a figura 2 (FOX; BEDI;
RODEO, 2009).

Superficie articular

Superficial
(10-20%)

Mediana
(40-60%)

Profunda
(30-40%)

i
Zona calcificada ="
—p

A Zona subcondral / J
Condrécito Ossd esponjoso
Tidemark Tidemark

Figura 2. Regides da cartilagem articular saudavel
(A) organizacgao celular e (B) arquitetura das fibras de colageno
(Adaptado de Fox; Bedi; Rodeo, 2009).

Como pode ser visto pela Figura 2, a fina regido superficial ou tangencial
protege as camadas mais internas das tensdes cisalhantes e esta diretamente em
contato com o liquido sinuvial. Nesta regido, as fibras de colageno, principalmente
do tipo Il e IX, estao fortemente empacotadas e alinhadas paralelamente a superficie
articular e os condrocitos se apresentam achatados. Logo abaixo, encontra-se a
regiao mediana (transicional) que fornece uma ponte anatdémica e funcional entre a
regido superficial e a profunda, e contém PGs e fibras finas de colageno organizadas
obliquamente em relacdo a superficie e os condrécitos, em baixa densidade, sao
arredondados. Esta camada é a principal responsavel pela resisténcia a
compressao. A camada profunda, onde os condrdcitos sdo arranjados em colunas
paralelas, as fibras de colageno sao perpendiculares a linha da articulagado, contém
fibras de coldgeno com o maior didmetro em posicédo radial, maior quantidade de
PGs e menor quantidade de agua (FOX; BEDI; RODEO, 2009).
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Os PGs sao os responsaveis pela alta resisténcia a compressiao das
cartilagens hialinas. Nas cartilagens saudaveis os monO6meros de PGs estado
predominantemente ligados as cadeias de acido hialurénico por uma proteina,
formando agregados de alta massa molecular. Em meio hidratado os agregados de
PG tormam-se negativamente carregados, sendo solvatados pelas moléculas de
agua e, portanto, mantendo o conteudo de agua na cartilagem, o que aumenta a
resisténcia a compressdo. As fibras de colageno estdo mais relacionadas a
resisténcia a tragao (SUH et al., 1995).

Finalmente, a zona calcificada tem um papel fundamental na adesdo da
cartilagem no osso, ancorando as fibras de colageno da regido profunda ao osso
subcondral. Nesta zona, os condrécitos sado hipertréficos (FOX; BEDI; RODEO,
2009).

Os condrécitos sao células altamente especializadas e metabolicamente
ativas que sintetizam grande volume de componentes da MEC como colageno, PG e
hialurano. As atividades metabdlicas dos condrécitos se alteram por varios fatores,
dentre eles os fatores de crescimento pro-inflamatérios que tém efeitos anabdlicos e
catabolicos. No entanto, os mecanismos como esses fatores afetam a sintese e
degradacdo dos componentes da MEC s&o pouco conhecidos. Por estarem
envolvidos por um tecido n&o vascularizado, os condrocitos dependem da difusdo de
oxigénio e nutrientes vindos da superficie articular (AKKIRAJU; NOHE, 2015).

Devido ao baixo conteudo de oxigénio do meio no qual se encontram os
condrocitos e a sua baixa atividade mitotica, além da falta de vascularizagdo, de
nervos e de vasos linfaticos, a cartilagem articular possui capacidade de autoreparo
limitada (BETSCH et al., 2013).

Uma vez que as cartilagens sédo desprovidas de capilares sanguineos, a
oxigenagao dos condrocitos € deficiente, vivendo essas células em baixas tensdes
de oxigénio. A cartilagem hialina degrada a glicose principalmente por mecanismo
anaerébico, com formagao de acido lactico como produto final. Os nutrientes
trazidos pelo sangue atravessam o pericdndrio, penetram na matriz da cartilagem e
vao até os condrécitos mais profundos. Os mecanismos dessa movimentagcao de
moléculas sao principalmente difusdo através da agua de solvatacdo das
macromoléculas e o bombeamento promovido pelas forcas de compressao e

descompressao exercidas sobre as cartilagens. A falta de capilares sanguineos



20

limita a espessura maxima das cartilagens (BUCKWALTER, 1998; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

O outro importante componente da cartilagem, o colageno, € um biopolimero
fibroso e esta presente principamente em tecidos que sofrem estresse mecanico,
como o cartilaginoso. Sendo um dos elementos estruturais basicos da MEC, o
colageno age ndo s6 como um arcabougo para o apoio estrutural do tecido, mas
também como uma substancia para a regulagdo do comportamento celular incluindo
adesao celular, migracédo e diferenciacao (DING, et al., 2014; WANG, 2013; VAN
DER REST; GARRONE, 1991).

O colageno constitui uma familia de proteinas alongadas que compreende
mais de uma duzia de tipos, dos quais quatro sdao mais conhecidos, que foram
rotulados de | a IV. As moléculas de colageno sao constituidas por trés polipeptideos
dispostos em tripla hélice de, aproximadamente, 1.000 aminoacidos cada
polipeptideo (VAN DER REST et al., 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Estas
triplas hélices podem associar-se entre si formando estruturas com graus crescentes
de polimerizagdo. Nos colagenos tipos I, Il e lll, as moléculas associam-se
paralelamente formando fibrilas visiveis somente com auxilio de microscopio
eletrénico, com o didmetro oscilando entre 20 e 30 nm. No colageno tipo Il, a
polimerizagdo estaciona na fase de fibrila, como se observa nas cartilagens (VAN
DER REST; GARRONE, 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O colageno tipo Il é caracteristico das cartilagens e se associa intimamente
com proteoglicanas contendo condroitina sulfatada, que lhe emprestam uma
caracteristica de compressibilidade reversivel devido a alta hidrofilia das
proteoglicanas. Faz, portanto, o papel de uma mola de natureza fisico-quimica,
caracteristica essa, importante para as cartilagens de articulagdes sujeitas a cargas
compressivas (VAN DER REST; GARRONE, 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).
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2.2 DEFEITOS NA CARTILAGEM ARTICULAR E ABORDAGENS
TERAPEUTICAS

A classificacdo mais utilizada das lesbes em cartilagem foi desenvolvida por
Outerbridge (KHEIR; SHAW, 2009), Figura 3.

O envelhecimento afeta significativamente a capacidade dos condrécitos em
se proliferarem, em responderem aos estimulos anabdlicos e em sintetizar alguns
tipos de PGs (BUCKWALTER; MANKIN; GRODZINSKY, 2005). Além disso, a
quebra de PGs leva a reducao na rigidez compressiva o que acelera a taxa de perda
de colageno (AKKIRAJU; NOHE, 2009).

O envelhecimento, portanto, limita a habilidade dos condrécitos em manter e
restaurar o tecido cartilaginoso, contribuindo para a sua degeneragao
(BUCKWALTER; MANKIN; GRODZINSKY, 2005). Mesmo quando a cartilagem
hialina € reparada, o tecido predominante € a fibrocartilagem, que € mecanica e
quimicamente inferior ao tecido original (KHEIR; SHAW, 2009).

Grau | Grau ll Grau lll Grau IV

Figura 3. Classificagdo de defeitos em cartilagem Outerbridge
(a) grau I: macia e inchada; (b) grau Il: defeito parcial na espessura com fissuras superficiais que nao
excedem 1,5 cm; (c) grau lll: fissuras no nivel do osso subcondral com didmetro maior do que 1,5 cm;
(d) grau IV: exposi¢édo do osso subcondral (Adaptado de Kheir e Shaw, 2009).

A osteoartrite (OA) é o tipo de doenca degenerativa da cartilagem mais
comum, seguida pela artrite reumatdide. OA é caracterizada pela degradagao
progressiva da cartilagem tornando-a macia e favorecendo a sua erosao
(AKKIRAJU; NOHE, 2009). A degradacao pode ter inicio como resposta a estimulos
metabdlicos, genéticos, vasculares e traumaticos e, frequentemente, esta associada
a um unico episodio de excesso de carga na articulacdo ou a varios episodios de

cargas ciclicas de pequena magnitude (FILHO et al., 2012). Além da erosido da
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cartilagem no osso subcondral, o fluido sinuvial e a membrana sinuvial também
exercem papel importante na progressao da OA, pois a formacao de ostedfitos, o
remodelamento do osso sobcondral e a inflamagdo da membrana sinuvial podem
contribuir para a degradacgéao do tecido cartilaginoso (AKKIRAJU; NOHE, 2009).

Embora o processo da formacdo da OA nao seja totalmente entendido, as
alteragdes no comportamento dos condrocitos parece ser o principal foco para o seu
progresso. Diferentes fases da doenga podem ser encontradas na mesma
articulacdo em diferentes locais, criando uma mistura de processos e de reacgdes
celulares (VAN DER KRAAN; VAN DEN BERG, 2012).

Na cartilagem articular saudavel, a hipertrofia dos condrécitos é bloqueada,
dentre outros fatores de crescimento, pelo fator de crescimento transformador TGF-
B. Durante o envelhecimento, o comportamento dos condrocitos se altera e um
grupo de células adquire fendtipo de condrécitos hipertréficos, produzindo
metalopeptidase MMP13. Além disso, a enzima HtrA1 envolvida na degradacao da
matriz pericelular e encontrada nos estagios iniciais da OA é um potente bloqueador
do TGF-B. Quais células serdo afetadas e quando, depende de algumas variaveis
como a constituicdo genética, as cargas na articulagéo, a arquitetura da articulagao,
a presencga de estimulos inflamatérios e outras variaveis aleatoérias. A liberacéo e
ativacdo de HtrA1, MMP13 e agrecanases levam a degradagédo da matriz pericelular
e intercelular. A liberagao local de PGs faz com que o colageno se torne mais
vulneravel a degradacdo proteolitica, influenciando biomecanicamente o meio e
estimulando a hipertrofia dos condrécitos (VAN DER KRAAN; VAN DEN BERG,
2012).

Adicionalmente, a ativacao sinuvial desencadeada pelos produtos associado
a degradacao da cartilagem levam a produgao de citocinas e fatores de crescimento
inflamatorios que, por sua vez, alimentam o processo de degradacgao. Esse estado
inflamatério atrai células inflamatorias como macréfagos que estimulam fibrose
sinuvial. Em cartilagens severamente danificadas, sdo encontrados agrupamentos
de condrécitos e nas margens da articulagdo, células inflamatérias infiltradas e
fibrose. O osso subcondral se torna esclerético e apresenta cistos (VAN DER
KRAAN; VAN DEN BERG, 2012).

Por ser um processo complexo, as intervengdes terapéuticas atuais na OA
apenas previnem ou retardam o seu desenvolvimento que atinge, em maior numero,

a cartilagem articular do joelho (BETSCH et al., 2013), Figura 4. O joelho, a maior
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articulacdo sinuvial do corpo humano, € uma articulagdo diartrodial, sendo esta
formada pelas superficies articulares tibiofemoral e patelofemoral. Os trés
compartimentos do joelho séo revestidos por cartilagem articular hialina, e, além
disso, sao formados pelo compartimento medial e o lateral tibiofemoral, junto com a

articulagao patelofemoral (FILHO et al., 2012).
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Figura 4. Articulagéo de joelho
(Adaptado de Kishner, 2015).

Independente da extensdo do defeito na cartilagem articular do joelho, a
mesma altera as propriedades mecanicas do tecido prejudicando a capacidade de
distribuir as cargas articulares e da lubrificagdo normal durante as atividades fisicas
diarias, como caminhar, causando desconfortos, dores e diminuicdo da qualidade de
vida (NG et al., 2012).

A primeira abordagem para o tratamento dos defeitos da cartilagem do joelho
sao procedimentos conservadores, que incluem fisioterapia, perda de massa
corporea e medicagbes com analgésicos e antiinflamatoérios para alivio da dor, tais
como, glucosamina, acido hialurénico e esterdides (KIM et al., 2014). Esses
procedimentos sdo paliativos, pois ndo evitam a progressao da doenca.

Os tratamentos cirurgicos sdo indicados aos pacientes que apresentam
fragmentos condrais destacados com bloqueio do movimento (FILHO et al., 2012).

Um dos primeiros métodos a serem aplicados, foi o de lavagem e debridamento,
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onde sao removidos os tecidos inflamatoérios e particulas soltas. Apesar de ser de
baixo custo, esta técnica ndo promove a reparacao da cartilagem e nao pode ser
usada em grandes defeitos (KHEIR; SHAW, 2009).

A técnica de microfraturas provoca uma série de furos no osso subcondral a
fim de que os vasos abaixo do osso fornecam células regenerativas para a
superficie danificada e os defeitos sejam preenchidos com fibrocartilagem. Esta é
uma das técnicas mais utilizadas no tratamento de OA. Um dos principais problemas
desta técnica € a formacao da fibrocartilagem que tem propriedades biomecéanicas
inferiores as da cartilagem hialina degradando-se, portanto, com maior facilidade.
Outra desvantagem é que, de acordo com estudos clinicos, apenas 75% do total do
defeito € preenchido pela fibrocartilagem (KHEIR; SHAW, 2009).

Com os resultados insatisfatérios da microfratura, outra técnica foi
desenvolvida a partir da retirada de um fragmento cartilaginoso para obtencao de
uma cultura in vitro de condrocitos, que sdo implantados em uma segunda cirurgia
no defeito da cartilagem. Uma vez que sao usadas as células do proprio paciente, o
implante autélogo de condrécitos (IAC) diminui os riscos de reagcdes imunoldgicas,
mas para a realizagdo da técnica sao necessarias duas cirurgias, com longo tempo
de recuperagdo. A técnica IAC ainda utiliza matrizes artificiais de colageno ou de
acido hialurénico, que funcionam como uma “rede” para o crescimento dos
condrécitos implantados como ilustra a Figura 5. No entanto, este arcabouco celular
€ implantado usando cola de fibrina, que possui derivados de érgaos suinos em sua
fabricagdo, o que contribui para reagdes imunoldgicas alopaticas e riscos de
infecgbes virais (MAKRIS et al., 2014)



25

Cartilagem
articular

\\\\\”\"‘ ’
"1 s Y \\\ \"‘\

At st ata adan'a)

Condrdcitos
autologos ) \\ AT

\ LR AN S A TR R R A YR

v‘\‘
) 3

A\ ALY N RN ‘\‘ w“
LA e s e iiand AT PTRYRR AP VYRS

Figura 5. Técnicas de reparagao da cartilagem
(a) Lesao condral. (b) Debridamento da les&o para retirar a margem do tecido inflamado. (c) O
local passa por microfratura até o tecido subcondral para estimular migragcéo de células. (d) Apds
debridamento, o local lesionado recebe o implante dos condrécitos autdlogos, que foram
semeados in vitro,que sdo cobertos por uma matriz artificial. (e) Implante de IAC realizado com
cola de fibrina para manter as células na lesdo (Adaptado de Makris et al., 2014)

Outra técnica envolve a transferéncia de pedagos de cartilagem intacta da
articulagdo para o defeito (autoenxerto). Pedacgos retirados das extremidades
superiores do condilo, Figura 6, ttm demonstrado maior viabilidade celular para este
tipo de transplante. A principal desvantagem desta técnica € a morbidade do sitio
doador e, alguns estudos tém mostrado declinio na funcionalidade da articulagao
depois deste procedimento. Para evitar estes problemas, uma alternativa é o uso de
aloenxertos ou partes de cartilagens retiradas de cadaveres. A vantagem € a
quantidade de material suficiente para cobrir grandes defeitos sem preocupacdes
com morbidade associada com o sitio doador do paciente. Dentre as desvantagens
se encontram a dificuldade para encontrar doadores e para manipular os tecidos
sem que ocorra possibilidade de transmissao de doencgas. Alguns estudos registram
respostas imunologicas significativas o que induz ao uso de tecido cartilaginoso
descelularizado (BETSCH et al., 2013; FILHO et al., 2012; KHEIR; SHAW, 2009).
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Figura 6. Técnica de retirada de pedagos de cartilagem saudavel
(a) superior lateral e (b) inferior lateral, para cobertura de defeitos
em superficie articular de joelho (KHEIR; SHAW, 2009).

Segundo Ng et al. (2012) estas técnicas, apesar de restaurarem a mobilidade
articular, nao conseguem manter a cartlagem em longo prazo. Portanto, os
procedimentos cirurgicos que retiram parcial ou totalmente o tecido lesionado e que
nao propiciam a formagéo de tecido novo sao considerados ineficazes (ESPOSITO
et al., 2010).

Como alternativa aos tratamentos paliativos convencionais tem se estudado
os tratamentos regenerativos por meio de terapias celulares. Uma das aplicagbes
das terapias celulares em pacientes acometidos de OA e que mostram beneficios
tém como base o transplante de células-tronco mesenquimais (CTMs). As CTMs
podem ser isoladas da medula éssea, peridsteo, osso trabecular, tecido adiposo,
sinovial e muscular. Estas células tém a capacidade de se diferenciar em células de
linhagens conectivas, incluindo osso, gordura, cartilagem e musculo. Por isso, tem
despertado interesse para aplicagbes na medicina regenerativa e na engenharia de
tecidos (KOLF; CHO; TUAN, 2007; UCCELLI et al., 2007).

No entanto, a seguranca do uso de CTMs permanece como uma incégnita.
Existem preocupacbdes em relacdo a diferenciagdo destas células em linhagens
indesejaveis como as cancerigenas, pois os fatores que a levam a diferenciagcéo
ainda n&o sdo dominados (CHAHLA et al., 2016).

O direcionamento recente na regeneragdo da cartilagem articular esta na
possibilidade de realizagdo da cirurgia em uma unica etapa. Muitos trabalhos tém
mostrado ser possivel a regeneragdo com injecao intraarticular de células-tronco
sem a necessidade de bidpsia e cultivo in vitro de condrécitos (GOBBI et al., 2011).
Esta possibilidade surgiu da constatacdo de que células-tronco e células

progenitoras derivadas da medula 6ssea sao as fontes mais poderosas de células
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autdlogas para a regeneragao de tecidos. O conteudo rico de células mononucleares
(MNCs) e citocinas do Aspirado Concentrado de Medula Ossea (BMAC) tem atraido
a atengdo dos cirurgides. Além disso, a medula o6ssea humana fornece
subpopulag¢des de varios tipos de células progenitoras, incluindo as endoteliais que
tém um importante papel na angiogénese (ZHONG et al., 2012). BMAC é obtido por
separacao através da centrifugacdo da medula 6ssea, normalmente aspirada da
crista iliaca. O concentrado € injetado diretamente no espaco intraarticular.

A utilizacdo do BMAC, portanto, pode resolver as dificuldades técnicas e o
consumo de tempo envolvido no processo de expansao e diferenciagao celular,
permitindo a aspiracéo e o transplante do BMAC durante o mesmo procedimento
cirurgico. Além disso, as plaquetas contidas no BMAC podem fornecer condigdes
mais rapidas e eficazes para a regeneracgao tecidual através das células-tronco
mesenquimais e dos fatores de crescimento (ZHONG et al., 2012).

No entanto, a literatura disponivel em relagcdo ao BMAC ¢ limitada e altamente
heterogénea com poucos pacientes, curto prazo de acompanhamento e métodos
diferentes e deficientes de avaliacdo de pods-operatorios e de efeitos adversos.
Portanto, o conhecimento sobre esta técnica terapéutica é ainda preliminar
(CHAHLA et al., 2016).

Assim como o entendimento de alguns mecanismos de diferenciagao celular
levou ao uso direcionado das CTMs, o entendimento da fisiologia das plaquetas
levou ao uso dos fatores de crescimento plaquetarios em terapias regenerativas.
Varios sistemas de centrifugacdo, disponiveis comercialmente, podem isolar e
concentrar as plaquetas da amostra de sangue periférico autdlogo. O isolado
resultante € conhecido como Plasma Rico em Plaquetas (PRP) que contém alta
concentracdo de fatores de crescimento autélogos. As células vermelhas sao
separadas do PRP que, geralmente, contém hematdcrito abaixo de 5%. Quando o
PRP é injetado no espaco intraarticular e exposto a trombina, a degranulagcéo das
plaquetas libera alta concentracdo de fatores de crescimento no local da lesdo que
acelera o processo regenerativo (CENTENO et al., 2008).

Para a preparacao do PRP, sangue periférico do paciente é coletado em
condigdes estéreis, com ou sem anticoagulantes, e o plasma é preparado por
centrifugagcdo ou filtragdo. O volume pode ser adaptado para as necessidades
clinicas, variando entre 10 a 100 mL. Essencialmente, o método de producgao do

PRP determina a composicao e a concentracéo de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas
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em um dado volume. A relativamente facil preparacéo, bioseguranca e versatilidade
do PRP tém estimulado varios estudos, representando um dos tratamentos mais

avangados em varias condigdes clinicas (SANCHEZ et al., 2012).

2.3 MEMBRANA DE PRF COMO BIOMATERIAL NATURAL

Os biomateriais sdo o meio de preenchimento do defeito na cartilagem sobre
0s quais € possivel o cultivo de células-tronco ou condrécitos, servindo como
arcaboucgo para que essas células se proliferem e, com o auxilio do biomaterial,
preencham o defeito do tecido.

As propriedades dos biomateriais como alta porosidade, biocompatibilidade e
resisténcia mecénica sdo fundamentais para seu sucesso como arcabougo no
preenchimento do defeito no tecido cartilaginoso. Arcaboucgos tridimensionais sao
essenciais para promover o suporte necessario a proliferagao celular (ELDESOQI et
al., 2014).

Uma vez que as células-tronco sao multipotentes, com capacidade de se
diferenciarem em um ou mais tipos de células especializadas, podem ser retiradas
de um paciente, incorporadas em um biomaterial in vitro e, posteriormente, serem
implantadas sem a necessidade do uso de imunossupressores pelo paciente
(COSTA et al., 2005). Para cultivo sobre os biomateriais, as células-tronco sao
expandidas in vitro, por isso, este método possui alguns problemas como a
esterilidade do cultivo celular, os altos custos, o uso do soro fetal bovino, uma
segunda cirurgia e o longo periodo de cultivo que requer uma operagao programada
(BETSCH et al., 2013).

Por isso, o desafio &€ desenvolver novos biomateriais que possuam a
capacidade de restaurar, melhorar ou impedir o agravamento da degeneragédo da
cartilagem articular (OLIVEIRA et al., 2010) sem a necessidade de cultivos celulares
in vitro e da sua implantagdo em uma segunda cirurgia. Os mais promissores s&o 0s
biomateriais naturais, preferencialmente produzidos a partir de matérias primas
autodlogas.

Dentre os biomateriais naturais candidatos ao uso em defeitos de cartilagem
encontra-se a membrana de PRF, um biomateirial tridimensional natural autélogo,

nao téxico e degradavel por enzimas de ocorréncia natural na cartilagem.
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A fibrina € uma proteina fibrosa envolvida no processo de coagulagao
sanguinea. E formada no local da ferida a partir do fibrinogénio pela acdo da
trombina, que polimeriza o coagulo em conjunto com as plaquetas e hemaceas
formando um tampao hemostatico. Desta forma, a fibrina desempenha um papel
importante na hemostase, inflamacao, ativacdo das plaquetas, angiogénese e
cicatrizacao (WANG, 2013).

Desde 1980 a fibrina € amplamente utilizada em cirurgias da area ortopédica
que visam a reparagao e regeneragao do tecido 6sseo (PATEL et al., 2010). Devido
as suas caracteristicas que incluem a liberagcéo lenta e gradual de farmacos e de
fatores de crescimento e a estimulagao do crescimento celular, a fibrina tem sido
alvo de estudos na engenharia de tecidos (PATEL et al., 2010). Alguns produtos
foram desenvolvidos a partir desse material, como por exemplo, a cola de fibrina
(FG) e o plasma rico em fibrina (PRF), que contribuem para o processo de
regeneracgao da cartilagem (RAJANGAM; AN, 2013).

Desenvolvido inicialmente por Choukroun et al. (2001), na Franga, o PRF ¢é
definido como um concentrado de plaquetas numa membrana de fibrina, sendo
amplamente utilizado em cirurgia oral, periodontal e em cirurgia estética por
favorecer a cicatrizagcdo de tecidos moles (SCLAFANI; MCCORNICH, 2012;
KNAPEN et al., 2015).

A membrana de PRF é obtida por centrifugacdo do sangue periférico sem
adicado de anticoagulantes. O coagulo de fibrina € uma das trés camadas resultantes
do processo de centrifugacdo, Figura 7, e apresenta, aproximadamente, 97% das
plaquetas e 50% dos leucdcitos do volume inicial do sangue incorporados e
distribuidos de modo tridimensional (EHRENFEST et al., 2010a).
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1° passo:
centrifugacgdo
unica, por 10 min
a 2.700 rpm

Plasma Pobre em
PPP Plaquetas:
Descartado

Plasma Rico em
Fibrina: coagulo de
fibrina + plaquetas +
aprox. metade dos
leucocitos

Globulos Vermelhos:
Descartado

Figura 7. Produto obtido pela técnica de Choukroun
(llustragao adaptada de SILVEIRA, 2013; adaptado de Ehrenfest et al., 2010a).

A membrana de PRF possui a capacidade de secretar gradativamente
diversos fatores de crescimentos e citocinas que promovem a remodelacdo e a
regeneragao do tecido através de um complexo processo celular que envolve a
proliferagao celular, sintese de colageno e angiogénese (ROY et al., 2011; ANITUA,
2006). A lenta liberagao desses fatores de crescimento tem papel significativo no
processo regenerativo, pois sua secregao ocorre em menos de uma semana e pode
chegar até 28 dias, contribuindo para a migragao celular no local da lesdo (WU et al.,
2012). Alem disso, os fatores de crescimento derivados de plaquetas interagem com
a fibrina, o que ocasiona protecdo da degradacao proteolitica (LUNDQUIST et al.,
2013). Esta capacidade da fibrina parece estar relacionada a sua complexa
arquitetura em forma de rede que contribui para a migracao celular e angiogénese e
também por conter alta quantidade de leucocitos que parecem ter um papel na
regulacao da inflamacéao e prevencao da infeccao (KNAPEN et al., 2015; VAVKEN et
al., 2011).
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Entre os varios fatores de crescimento (Tabela 2), o fator de crescimento
transformador $ (TGF-B), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator
de crescimento epidermal (EGF) estdo, geralmente, presentes em uma membrana
de PRF e sao fundamentais na proliferagcao celular e no processo de cicatrizagao de
tecidos (SOYER et al., 2013).

Tabela 2 — Componentes ativos do PRF

CATEGORIA NOME FUNGOES
PDGF - Fator de Quimiotatico,
crescimento derivado de promoveangiogénese, ativa
plaguetas) o TGF-B

Promove sintese da MEC e
TGF-B1, TGF-B2— Fator de

) de colageno, proliferagéao e
crescimento Beta)

diferenciagao celular

VEGF (fator de crescimento | Angiogénese e aumento da

endotelial vascular) permeabilidade capilar
Fatores de

Crescimento

EGF (fator de crescimento ]
Proliferagao celular

epidérmico)
FGF (fator de crescimento Angiogénese, proliferagao de
de fibroblasto) fibroblastos
IGF-1, IGF-2 (fator de Proliferagao celular,
crescimento semelhante a maturagao, sintese da matriz
insulina) Ossea
o Componente da MEC,
Fibrina
estimulagdo da fagocitose
Componente da MEC,
Proteinas Adesivas Fibronectina adesao, migragao e
diferenciagaocelular,
Vitronectina Quimiotaxia e adeséao celular

Fonte: (DOHAN et al., 2006a; CHOUKROUN et al., 2006)
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A membrana de PRF pode ser utilizada como um biomaterial reabsorvivel que
conduz a regeneracgao tecidual e varios estudos tém demonstrado que a mesma
possui potencial para o uso na regeneragao de cartilagens articulares por
proporcionar um ambiente adequado para a proliferacdo e diferenciacdao de
condrécitos no local afetado (WU et al., 2012; CHIEN et al., 2012; DOUGLAS et al.,
2012; LUNDQUIST et al., 2008). A liberagdo gradual de citocinas parece ter uma
fungéo regulatéria do processo inflamatorio. Além disso, a membrana de PRF tem
resisténcia mecanica e elasticidade adequada para suportar sutura (DEL CORSO;
TOFFLER; EHRENFEST, 2010).

Portanto, do que foi exposto pode-se concluir que os efeitos sinergéticos da
matriz de fibrina e seus fatores de crescimento levam a cicatrizagao acelerada de
tecidos duros e macios. As plaquetas e citocinas sdo liberadas gradualmente
durante a reabsorcéo fisiolégica da membrana de PRF e a matriz de glicoproteinas
permite a migracao e proliferagcado das células na membrana (ROY et al., 2011) que

serve como arcabougo natural para formagéao de tecido novo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DELIMITACAO DO ESTUDO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR,
com o parecer do CEP n° 1.348.208.

Foi realizada a coleta do sangue periférico de dois voluntarios saudaveis para
obtencdo da membrana de fibrina. Para cultivo celular, dois participantes foram
suficientes.

Os participantes foram escolhidos de acordo com os critérios de inclusao:
idade entre 18 e 55 anos; minimo de 54 kg de massa corporea; nao ser portador de
doencgas cronicas ou autoimunes; ndo ser fumante; ndo ter ingerido aspirina ou
outros medicamentos que possam interferir no processo de coagulagdo 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.

Tanto a extragdo do sangue periférico, feita em uma unica etapa, como a
preparacao das membranas de PRF foi realizada em area laboratorial (Laboratério
de Cultivo Celular - PUCPR) com o auxilio de profissionais habilitados, n&o
apresentando risco aos participantes.

A figura 8 mostra o organograma do estudo para melhor entendimento.
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Figura 8. Organograma das etapas da pesquisa.

Obtencac das Isolamento e expansaodas

membranas de fibrina células-tronce (CTDAh)

!

Preparacao do eluato

das membranas de

fibina (PRF)

! }

Cultivodas células- Ensaiode diferenciacao
tronco com o eluato das células em condrocitos
de PRF l

)

Marcacac das células com BrdU

Laminas histologicase

Iaminas marcadas em

4 imunocitoquimica

Avaliacaoquantitativa A4
com sistema de imagens Avaliagaoqualitativa
Hight-Content Operetta® em microscopio

Fonte: A autora, 2016.

3.2 PREPARAGAO DAS MEMBRANAS DE FIBRINA

Foram extraidos 80 mL de sangue da veia antecubital (superficial) de cada
voluntario com o auxilio de um dispositivo Scalp 21G (BD Vacuntainer®) para o
preenchimento de 8 tubos de plastico para coleta de sangue a vacuo de 10 mL (BD
Vacuntainer®), devidamente esterilizados e identificados com codigos. Os tubos néo
continham anticoagulantes, mas possuiam ativador de coagulo.

O sangue coletado foi imediatamente centrifugado (centrifuga digital Spinlab)
em 2.700 rpm durante 12 min. em temperatura ambiente controlada de 20°C. Depois
da centrifugacdo, o coagulo de PRF foi retirado com o auxilio de uma pinga
esterilizada e, com uma tesoura estéril, a pequena parte de células vermelhas

aderidas a sua extremidade foi retirada (Figura 9). Em seguida, os coagulos foram
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prensados com o auxilio de uma chapa de ago inoxidavel (Box PRF Bdeon®)
também esterilizada para retirada do soro (extracdo do exsudado) obtendo-se,
entdo, a membrana de PRF (EHRENFEST et al., 2010a).

As membranas foram usadas imediatamente a sua producao para obtencao
do eluato, evitando qualquer degeneragao proteica, que pode ocorrer em 3h.

Para avaliar as estruturas microscopicas da membrana de PRF, uma
membrana foi fixada em formaldeido 10% imediatamente depois da sua producéo e,
em seguida, desidratada em diluicbes seriadas de alcool etilico, diafanizada em xilol
e infiltrada por parafina liquida. O bloco parafinado foi seccionado em micrétomo (4
Mm) e as laminas foram coradas por técnica histolégica em Hematoxilia e Eosiona
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Figura 9. Preparagdo da membrana de Plasma Rico em Fibrina (PRF)
(A) resultado da centrifugacdodo sangue periférico com a produgdo de um coagulo de
PRF (camada intermediaria entre a base sélida de globulos vermelhos e o sobrenadante
do plasma pobre em plaquetas); (B) e (C) membrana de PRF extraida do tubo. Fonte: A
autora, 2016.

3.3 AVALIAGAO DA PROLIFERAGAO CELULAR

3.3.1Isolamento e expansao das células-tronco derivadas do tecido adiposo
humano (CTDAh)

O tecido adiposo (TA) foi coletado de um doador saudavel por um cirurgidao
plastico, durante o procedimento de lipoaspiracdo. O doador aceitou a doacio e

assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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O frasco foi transportado até o laboratorio de Cultivo Celular e, em um fluxo
laminar foram processados 50 mL do material, utilizando-se o método de digestao
enzimatica conforme Rebelatto et al., (2008). Neste processo, 50 mL de TA foram
lavados trés vezes com solugao salina fosfatada (PBS — Gibco™ Life Technologies,
Grand Island, USA), macerados com bisturi e dissociado com colagenase tipo | (1
mg para cada ml de gordura) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA), durante 30 min. em
37°C, com agitagao constante. Depois de ocorrida a sedimentagao, a parte liquida
inferior foi retirada e filtrada com cell strainer (poro de 100 ym) (BD FALCON™, BD
Biosciences Discovery Labware, Bedford, USA). A suspensdo celular foi
centrifugada em 800 g por 10 min. e os eritrocitos contaminantes foram removidos
apos a lise com um tampao pH 7,3 (ZUK et al., 2002). As células foram lavadas e
fitradas novamente com cell strainer (filtro de 40 pm) (BD FALCON™,  BD
Biosciences Discovery Labware, Bedford, USA). As células resultantes foram
cultivadas em densidade de 1x10° 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 células-tronco derivadas do tecido adiposo humano (CTDAh) isoladas
foram mantidas em estufa com 5% de tensdo de CO,, 37°C e 95% de umidade.
Depois de 72 h, as células ndo aderentes foram removidas e descartadas. As
CTDAh, depois de semeadas, cresceram aderidas ao plastico. As trocas de meio
foram realizadas duas vezes por semana e as células foram cultivadas até atingirem
confluéncia entre 80% e 90%. Em seguida, as células foram dissociadas (liberadas
do fundo do frasco) utilizando tripsina/EDTA 0,25% (Invitrogen™, NY, USA) e
ressemeadas em outras garrafas de cultivo, caracterizando a primeira passagem
(P1). Apos a terceira dissociagao (P3), as células foram suspensas em meio DMEM-
F12 contendo 15% de SFB e contadas em camara de Neubauer.

Em estudos prévios realizados no laboratério (Rebelatto et al., 2008),
utilizando o protocolo de isolamento e expansdo das CTDAh descrito acima, foi
realizada a caracterizacdo dos marcadores de membrana por citometria de fluxo e
os ensaios de diferenciacdo  osteogénica, adipogénicae  condrogénica,
caracterizando as células obtidas como células-tronco, de acordo com os critérios

estabelecidos por Dominici et al., 2006.
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3.3.2Preparacao do eluato do plasma rico em fibrina (PRF)

Oito membranas de PRF de cada participante, assim que extraidas e
exsudadas, foram cortadas com auxilio de uma pinga estéril para bidpsia punch (n° 6
mm Miltex®) em trés circulos de 6 mm e foram colocadas em pocos de placas de
cultivo de 6 pogos (Greiner Bio-One). Em seguida, foram adicionados 5 mL de meio
de cultura DMEM-F12 sem SBF em cada poc¢o. Os sobrenadantes das placas foram
retirados depois de 48 h e transferidos para tubos de 50 mL e mantidos em geladeira
durante o cultivo celular (GASSLING et al., 2011).

e . P
AT
p—_ !
Membrana
de fibrina \
._\ P A
C) D)

Figura 10. Etapas da preparacgéo do eluato de fibrina usado em cultivo celular
(A) Coleta de sangue periférico; (B) plasma rico em fibrina depois da centrifugagéo; (C)
membranas cortadas preencheendo os pogos da placa de cultivo celular; que apés 48h
formaram o eluato (sobrenadante dos pocgos); (D) eluato transferido para a placa de cultivo
celular. Fonte: A autora, 2016.

3.3.3Cultivo das CTDAh com o eluato de PRF

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

Depois de 12 h 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
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interferéncia dos fatores de crescimento do soro na proliferacao celular. Depois de
24 h foram adicionados 150uL do eluato das membranas obtidas dos dois doadores
em cada pocgo (pogos teste) e 150 yL de meio com SBF nos pogos controle. A placa
foi cultivada por 3 dias. A troca de eluato das membranas e do meio foi realizada
diariamente (GASSLING et al., 2013). Depois de trés dias foi realizada a marcagao
com BrdU para se avaliar a proliferacao celular, de acordo com a placa mostrada na
Figura 11.

Para o teste de proliferacdo celular, as células foram plaqueadas em
sextuplicatas técnicas. Os resultados com o numero total de nucleos e porcentagem
de células marcadas com BrdU sao representados como a média das réplicas

ténicas.

Figura 11. Esquema da placa de cultivo de CTDAh com o eluato de PRF
Cultivo das células-tronco em placa de 96 pogos com controle (CTDAh), eluato doador 1 e eluato

doador 2. Apés trés dias de cultivo as placas foram marcadas com DAPI, BrdU+anti-BrdU e antiBrdU.
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Fonte: A autora, 2016.

3.3.4Marcacao das células com bromodeoxiuridina (BrdU) e avaliacao da

proliferacao celular

Apos trés dias de cultivo foi realizada a marcagdao com BrdU durante 24 h
para avaliar a proliferacado celular.

Para avaliacao da proliferacdo celular, foram adicionados 50 uL por poco de
BrdU (Eugene, Life Technologies, Oregon, USA) na concentracdo de 100 uM/L.
Depois de 24 h, as células foram lavadas com PBS e, fixadas com paraformoldeido
4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e, em seguida, lavadas em PBS, durante 30
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min., em temperatura ambiente. Depois de fixadas, as células foram lavadas com
PBS e, posteriormente, com agua destilada durante 5 min. com agitagdo. Em
seqguida, as células foram lavadas por duas vezes com HCI 2N em 50°C por 10 min.
com agitagdo, e depois lavadas com tamp&o borato em 50°C por 10 min. com
agitacao.

As células foram permeabilizadas com TBS-Triton 0,3% (Sigma-Aldrich) por
10 min. com agitagdo. Logo apds, os sitios inespecificos foram bloqueados com TBS
10mM + 5% soro de cabra + 1% albumina bovina + 0,1% Triton por 1 h com
agitacdo. Em seguida, as células foram incubadas com o anticorpo BrdU conjugado
com Alexa Fluor 488 (diluicdo 1:200) (Life Technologies, Oregon, USA) em PBS-
+BSA 1% por 1 h em temperatura ambiente. Depois da marcagao as células foram
novamente lavadas com PBS.

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

Para o ensaio de proliferagao celular, a placa foi escaneada com o sistema de
imagens Hight-Content Operetta (Perkin Elmer®) em 10x de ampliacdo com 9
campos/poc¢o. As imagens foram analisadas com o software Harmony 3.5.2 (Perkin
Elmer®). A leitura da placa foi realizada no laboratério de Biologia Celular e

Molecular, no Instituto Carlos Chagas, Fiocruz Parana.

3.3.5Analise estatistica do ensaio de proliferacao

Os dados foram plotados e analisados com o programa de estatistica
Graphpad Prism versdo 7, usando o teste ANOVA, seguido por teste de Tukey.
Diferengcas com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados
foram expressos com o numero total de nucleos marcados e em percentual de

células em proliferagao durante o pulso de BrdU.

3.4 AVALIACAO DA DIFERENCIACAO DAS CELULAS EM CONDROCITOS

Para a diferenciacdo condrogénica as CTDAh foram cultivadas em

micromassa. Cerca de 2x105 células em 0,5 mL de cultura foram centrifugadas a
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400 g por 10 min., em um tubo de polipropileno de 15 mL para formar o pellet. As
células foram cultivadas por 21 dias em trés condicdes: meio de diferenciacao
condrogénica comercial (Differentiation Basal Medium Chondrogenic) (Lonza,
Walkerville, USA), meio DMEM-F12 + 15% de SFB (controle) e eluato de fibrina.
Para cada condi¢cdo, foram adicionados 0,5 mL de solugdo, homogeinizado e
novamente centrifugado a 400 g por 10 min. Os tubos com as células foram
incubados em estufa a 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 formaldeido 10% por 1 h em temperatura ambiente,
desidratado em diluicbes seriadas de alcool etilico, diafanizado em xilol e infiltrado
por parafina liquida. Os blocos parafinados foram seccionados em microtomo (4 um)
e as laminas foram coradas por técnica histologica em azul de toluidina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) para demonstrar a matriz intracelular de
mucopolissacarideos, e marcadas por técnica imunocitoquimica em agrecana
(Invitrogen™, NY, USA) (1:100) para verificar a matriz extracelular sintetizada por
condrdécitos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 AVALIACAO DA MEMBRANA DE PLASMA RICO EM FIBRINA (PRF)

A técnica para a produgdo da membrana de PRF foi inicialmente desenvolvida
para cirurgia oral e maxilofacial, sendo posteriormente aprimorada para outras areas
como ortopédica e estética. Apesar do protocolo ser simples, alguns detalhes
importantes devem ser seguidos para se obter a membrana como mostrada na
Figura 12: o sangue deve ser coletado em temperatura ambiente, entre 28° e 38°C,
pois em temperaturas mais baixas a polimerizacdo da membrana torna-se mais
lenta; os tubos para coleta sanguinea devem ser de plastico, sem anticoagulantes,
mas com moléculas ativadoras de coagulo; durante a coleta deve-se usar um
dispositivo Scalp, essencial para controlar a velocidade da saida do sangue que
entra no tubo, que deve ser centrifugado imediatamente apds a coleta durante 12
min a 2.700 rpm. Terninada a centrifugagcdo, a membrana pode ser mantida em seu
proprio exsudado por até 3 h, no entanto, recomenda-se o seu uso imediato, pois

suas propriedades benéficas sao rapidamente perdidas.

Figura 12. Membrana de plasma rico em fibrina
(A) retiradas dos tubos para serem comprimidas e (B) detalhe da membrana sélida e flexivel para uso
imediato. Fonte: A autora, 2016.

Depois de extraidas dos tubos, foi possivel identificar as trés regides na
membrana identificadas por Dohan e colaboradores (2006b), como mostra a Figura
13: trombo vermelho (“red thrombus”) caracterizado por um agregado de hemacias e
plaquetas a matriz de fibrina; rede de fibrina (“fibrin clot’), area acelular formada por
matriz de fibrina; e area mista (“buffy coat”), parte intermediaria entre a vermelha e a

branca.
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Figura 13. Membrana de fibrina mostrando as trés regides:
(A) rede de fibrina, (B) area mista e (C) trombo vermelho. Fonte: figura 1, a autora, 2016; figura 2,
ilustracdo adaptada de Dohan et al., 2006a.

A analise microscépica da membrana de PRF comprovou a formagao das
regides vistas macroscopicamente. Corroborando com os achados de Dohan et al.
(2006a) os cortes histologicos demonstraram que a parte inferior da matriz de fibrina
(PRF) é ocupada por estrias esbranquicadas (“area mista”) e agregados de
fragmentos celulares (“trombo vermelho”). Entretanto, a parte superior do coagulo,
constituida pela rede de fibrina, ndo apresenta plaquetas ou outro corpo celular
(Figura 14).

Figura 14. Andlise microscopica da membrana de fibrina: (A) Observa-se o acumulo de plaquetas na
regido inferior (area com pontos roxos indicada pelas setas), em transigdo com a regido mista, com
estrias esbranquigadas (&rea rosada indicada pelas estrelas). (B) Area superior do coagulo com a
extensa rede de fibrina. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Aumento 10X. Fonte: A autora, 2016.

Dohan et al. (2006a) demonstraram que, na membrana de PRF, apés a
centrifugagado, as plaquetas sdo ativadas e os fatores de crescimento (TGF-f3,

PDGF, IGF) e citocinas liberados gradualmente. Durante este processo ocorre uma
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reacao intercelular entre a fibrina, as citocinas e a matriz extracelular do local
envolvido. Dessa forma, o PRF progressivamente age na modulagdo de uma
resposta inflamatéria do tecido, tanto atraindo novas células para regenerar o tecido
adjacente como contribuindo para a defesa contra bactérias e outros patdégenos
(Badade et al., 2016).

Em um terceiro estudo Dohan et al. (2006c) investigou quais citocinas
estariam presentes na membrana de PRF. Foram encontrados citocinas de efeito
pro-inflamatérios (IL-1, IL-6 e TNF-a) e antiinflamatorios (IL-4), assim como o fator
de crescimento responsavel pela angiogénese local (VEGF), resultando numa
responsta eficiente contra a inflamacao tecidual.

Depois de retirado o esxudado por compressao, obtem-se membranas como
as mostradas na Figura 15, de cerca de 3 cm? de area. Pela textura e elasticidade
das membranas obtidas pode-se comprovar que a membrana de PRF possui
propriedades essenciais para um biomaterial em engenharia de tecidos como

concluido no estudo de Khorshidi et al. (2016).

Figura 15. Membranas de PRF depois de extraido o exsudado

4.2 PROLIFERAGCAO CELULAR

Inicialmente os ensaios de profliferagcdo celular foram realizados com as
CTDAh sobre a membrana de fibrina, entretanto verificou-se que a mesma possuia
autoflorescéncia depois da marcagdao com anticorpos, impedindo a contagem das

células pelo microscopio de infravermelho invertido Operetta®. Como alternativa foi
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adaptado o experimento de Gassling et al. (2013) usando o eluato da membrana de
fibrina ao invés da prépria membrana.

A tabela 3 mostra a média de nucleos marcados em cada pogo por
tratamento. Em nossos estudos observamos que o tratamento de eluato de fibrina foi
significativo para a quantidade de células marcadas em relagdo ao grupo controle,
onde o valor de p= 0,002 para o teste ANOVA (n=6). O pos-teste de Tukey revelou
que houve diferenga significativa do grupo CTDAh + Eluato 1 entre os demais
grupos (Figura 16).

Tabela 3 — NUmero total de nucleos marcados

Poco 1 Pogo 2 Poco 3 Pocgo 4 Poco 5 Poco 6
CTDAhIh 1.266 3.433 4.299 5.372 5.008 2.986
CTDAh +
5.459 9.356 9.848 ND 8.620 6.699
Eluato 1
CTDAh +
5.268 2.967 6.367 5.745 6.111 7.171
Eluato 2

Os tratamentos com eluato de fibrina também obtiveram maior porcentagem
de nucleos marcados em proliferagdo celular durante o pulso do BrdU (24h) em
comparagao ao grupo controle (Tabela 4, Figura 16). O teste ANOVA demonstrou
significancia, com valor de p< 0,0001 (n=6). O pds-teste de Tukey revelou que os
grupos, CTDAh + Eluato 1 e CTDAhA + Eluato 2 tiveram diferenga estatistica entre o
controle, e entre eles mesmos. Podemos confirmar que houve maior divisao celular,

portanto, proliferagdo quando as CTDAh receberam o eluato de fibrina.

Tabela 4 — Porcentagem de células marcadas com BrdU em proliferagéo celular

Poco 1 Poco 2 Poco 3 Poco 4 Poco 5 Poco 6
CTDAh 37 28 26 27 26 32
CTDAh +
62 51 55 ND 64 63
Eluato 1
CTDAh +
47 40 42 49 38 51
Eluato 2
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Figura 16. Graficos com o total de células marcadas e porcentagem de células em proliferagdo
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Para o ensaio de proliferagao foram usados marcadores especificos, que no
sistema de imagem Hight-Content Operetta® evidencia os nucleos encontrados em
cada poco da placa de cultivo celular. Como marcadores foram usados: DAPI como
controle para marcagao dos nucles celulares; BrdU+anti-BrdU, onde o BrdU é

incorporado na timina do DNA das células em proliferagcdo marcando, portanto, as
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células em divisdo celular; e somente anti-BrdU como controle negativo, anticorpo
secundario que possui um fluoréforo (verde) quando ligado ao BrdU. Na figura 17, é
possivel visualizar em B, E, H a marcacgao positiva das células em proliferacao por
BrdU (verde), e em A, D, G as células presentes com DAPI (azul). As figuras C, F, |
apresentam-se como controle para a marcagcdo BrdU, uma vez que ndo usamos o
anticorpo primario para averiguar se o anti-BrdU nao se ligaria a estruturas

inespecificas e resultar em falso positivo.

Figura 17. Resultado da proliferagdo das células-tronco com eluato de fibrina
Marcagao dos nucleos com DAPI (azul) em A, D, G; Células proliferadas com marcagéao de BrdU +
anti-BrdU (verde) em B, E, H; controle para marcagao DAPI + anti-BrdU (azul e verde) em C, F, I.
DAPI BrdU + anti-BrdU DAPI + anti-BrdU
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Gassling e colaboradores (2010) compararam o crescimento de células
periosteas humanas em membranas de PRF com seu crescimento em membranas
de colageno comercial. O estudo avaliou a viabilidade celular, a biocompatibilidade

por dosagem de Desidrogenase Lactica (LDH) e proliferacao celular por BrdU. Os
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resultados mostraram que ambas as membranas exibiam células viaveis e auséncia
de morte celular. Os testes com o BrdU indicaram maior proliferagcao celular nas
membranas de PRF do que nas de colageno, enquanto que os testes de MTT
confirmaram maior atividade metabdlica também para as membranas de fibrina.
Entretanto, os doseamentos de LDH mostraram maior citotoxicidade nas membranas
de PRF em relagdo as membranas de colageno. Esse resultado de citotoxicidade foi
destacado pelo uso de diferentes doadores para as células peridsteas e para a
membrana de PRF, sugerindo uma resposta imunolégica das plaquetas, citocinas e
fatores de crescimento presentes na membrana contra elementos celulares e
moleculares ndo reconhecidos como proprio (non-self) dentro do cultivo celular.

Semelhante ao estudo anterior, Gassling et al. (2013) propds o uso de eluato
da membrana de fibrina para cultivar osteoblastos. O estudo comparava a
compatibilidade e proliferagdo celular entre as membranas de fibrina e de colageno
comercial. Os resultados mostraram maior proliferagdo celular por BrdU para a
membrana de PRF, assim como maior diferenciacéo celular por teste de fosfatase
alcalina. Novamente o ensaio de LDH revelou maior citotoxicidade para a cultura
contendo eluato de fibrina, sendo explicado pela presenca de glébulos vermelhos
(eritrocitos), que ficam aprisionados dentro da matriz de fibrina, ndo assumindo a
hipotese do estudo anterior.

Em nosso estudo observamos diferenga significativa de proliferagao celular
entre o grupo controle e entre os grupos de eluato, sendo o eluato1 o grupo com
maior quantidade de nucleos marcados e em proliferagao por BrdU. A diferenca nos
resultados sugere que o coagulo de fibrina pode variar na quantidade de plaquetas,
citocinas e fatores de crescimentos, que sdo fundamentais para o mecanismo celular
de proliferagdo celular, uma vez que foram produzidas membranas de dois
doadores.

A formacgao do coagulo de fibrina envolve uma lenta polimerizagao da fibrina
no tubo, que resulta da coagulagao feita por concentragdes autodlogas de trombina,
que influenciam na estrutura tridimensional da malha de fibrina obtida. Dessa forma,
a fibrina formada pode assumir duas arquiteturas distintas: tetramolecular
condensada, com juncdes bilaterais, e trimolecular conectada, com juncdes
equilaterais. O PRF com jungdes bilaterais € formado em altas concentragbes de
trombina, resultando em uma rede de fibrina muito rigida, que ndo favorece a

passagem dos fatores de crescimento para meio celular. Por outro lado, em baixa
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concentragao de trombina, a rede de fibrina formada com jungdes equilaterais é fina
e flexivel, facilitando a infiltragdo dos fatores de crescimento e quimiotaxia de outras
células para o local (Dohan et al., 2006a)

Os resultados de proliferacdo celular em contato com PRF também sao
corroborados com o estudo de Ehrenfest et al. (2009) que analisaram o seu efeito in
vitro em cultura primaria de diferentes tipos celulares humanos (fibroblastos
gengivais, pré-queracitocitos dermais, pré-adipocitos e osteoblastos maxilo-faciais),
comprovando a capacidade do PRF em induzir a proliferacdo de todos os tipos
celulares, principalmente dos osteoblastos e sugerindo que os fatores de
crescimento promovem angiogénese, proliferacao e diferenciacao celular.

O uso de CTDAh derivadas de tecido adiposo mamario e PRF foi realizado Xu
et al.,, (2016). Esses autores trataram as células-tronco com ginsenoside Rg1
(composto esterol extraido do ginseng), e com PRF. Ambos promoveram
proliferacdo e diferenciagao celular e foi observada a expressdo de colageno e de

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).

4.3 DIFERENCIACAO CONDROGENICA

A analise microscopica das laminas histolégicas do ensaio de diferenciagao
condrogénica demonstrou que as trés condi¢gdes do ensaio (controle, meio de
diferenciagdo comercial Gibco e eluato de fibrina) foram capazes de induzir a
diferenciacao das células-tronco em condrdcitos.

E possivel observar nas imagens microscopicas, figura 18, em azul de
touluidina que as células cultivadas em meio de diferenciagcdo comercial e em eluato
de fibrina apresentaram uma matriz extracelular mais organizada (C e E), com
poucos espagos entre as células, em comparagdo com as células cultivadas
somente com meio SFB (controle). As células do controle (A) possuem uma matriz
com bastante espacgo entre as células e com coloragcao menos intensa do que os
demais ensaios (meio diferenciagao e eluato de fibrina) indicando menor quantidade
de mucopolissacarideos na matriz extracelular. A coloragdo de azul de toluidina
marca grupos acidos de componentes celulares, como a regido do nucleo celular e
tem afinidade por mucopolissacarideos, encontrados na matriz extracelular
cartilaginosa, como proteoglicanos e glicosaminoglicanos (Rebelatto et al., 2008).

A marcagao imunocitoquimica para agrecana sugere que todos os ensaios

possuem a glicoproteina expressa na matriz extracelular. A marcacao é visualizada
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com pouca intensidade em castanho (setas vermelhas em B, D e F), pois se trata de
cultivo celular experimental de 21 dias. Comparando as imagens podem-se
identificar pontos que variam na tonalidade de castanho (claro a médio) no
citoplasma de varias células. Conforme mostra a figura 18 as células do meio
contendo eluato tiveram expressao de agrecan mostrando o inicio de diferenciagao

condrocitica confirmado pela coloragao de azul de toluidina.

Figura 18. Avaliagao microscépica do ensaio de diferenciagao condrogénica: (A, C, E) matriz
extracelular evidenciada pela coloragdo em Azul de toluidina, mostrando maior intensidade no meio
de diferenciagao e eluato e (B, D, F) marcagado em imunocitoquica para agrecana, proteina da MEC,

condrocitos(setas vermelhas). Aumento de 40x.
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Durante a diferenciagcdo condrogénica os condrocitos sintetizam a matriz
extracelular enquanto outros fatores de crescimento atuam sinergicamente para este
evento. Froelich et al. (2012) cultivou CTDAh com um biomaterial composto de
fibrina em gel e poliuretano, e adicionando fatores de crescimento TGF- e BMP-2
por 35 dias. O ensaio comprovou a capacidade das CTDAh em se diferenciar em
condrécitos, do compdsito (fibrina+poliuretano) servir como arcabougo para o
crescimento celular, e ainda, detectou a deposicagdo da agrecana e de
glicosaminoglicana na matriz extracelular.

A diferenciacdo condrocitica também foi comprovada com o uso do plasma
rico em plaquetas (PRP). Mishra e colaboradores (2009) observaram in vitro que o
PRP tinha capacidade de proliferagdo e diferenciagdo das células-tronco em
condrdcitos, a partir do uso de marcadores de ciclo celular (Sox-9) e de componente
estrutural da cartilagem articular (agrecana).

Hui e colaboradores (2008) estudaram a influéncia do colageno em cultivo de
micromassa de células-tronco (CTMh) pré diferenciadas em condrdcitos. A partir de
ensaios histolégicos e imunocitoquimicos puderam verificar positividade de
marcagao em componentes da matriz extracelular da micromassa celular, como a
GAG, colageno tipo Il e agrecana altamente expressos pela célula. Este achado
corrobora com os resultados histologios e imunocitoquimicos deste trabalho, onde a
matriz extracelular foi intensamente marcada em Azul de toluidina e em agrecan.
Esses achados sugerem que o eluato de fibrina induziu as células-tronco a se
diferenciarem em condroblastos.

O plasma rico em fibrina (PRF) é um concentrado ndo s6 de plaquetas, mas
também de fatores de crescimento, que estimulam o desenvolvimento celular.
Ehrenfest et al. (2010b) demonstrou em sua pesquisa que o PRF estimula
significamente a proliferagcdo e diferenciagcdo das culturas de células testadas.
Células-tronco mesenquimais derivadas de osso (BMSC) foram cultivadas em
condicdes de proliferagao ou diferenciacao, com ou sem PRF, obtido dos mesmos
doadores das células-tronco. Depois de 7 dias, as membranas de PRF foram
retiradas, sendo paralelamente testadas outras culturas com 2 membranas para
verificar presenca de dose-dependente do PRF. Os ensaios demonstraram tanto o
efeito dose-dependente do PRF na proliferacdo quanto na diferenciacdo das células
em osteoblastos, comprovando as propriedades de osteoconducao e osteoindugcao

do biomaterial para uso em cirurgias.
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Em outro ensaio de proliferacdo celular, Wu e colaboradores (2012)
comprovaram que a membrana de PRF é capaz de diferenciar as células em
osteoblastos assim como regular a expressao das proteinas que sintetizam a matriz

extracelular, resultando em um efeito de regeneragao do tecido lesado.

5 CONCLUSAO

De acordo com o nosso protocolo experimental, o eluato de membrana de
fibrina provocou proliferagcao nas células-tronco derivadas de tecido adiposo, assim
como demonstrou diferenciagdo condrocitica, quando comparado ao grupo controle.
A preparagao da membrana de plasma rico de fibrina foi aplicada de acordo com a
técnica de Choukroun, resultando em membranas viaveis para utilizacao in vitro, por
possuir todas as camadas necessarias para a infiltracao das plaquetas e dos fatores
de crescimento. Outros estudos, com mais doadores de sangue periférico, seriam
necessarios para garantir um maior numero de amostras, e verificar a varibiliade

autdloga dos fatores fisioldgicos da membrana de fibrina.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu estou sendo gonvidado(a) para participar, como voluntério, em uma pesquisa
cientifica. Apos ser gsclarecido(a)sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assino ao final deste documento, que esta em trés vias. Uma
delas € minha, a outra é do pesquisadorresponsavel e a terceira ficard arquivada na
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7 O pesquisadorresponsavel deste projeto € a Fernanda Gimenez de Souza -
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e do acido desoxirribonucleico — DNA - (molécula que contém as informacdes
genéticas) para testes que se fizerem necessarios, agora, e no futuro.
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6. Eu autorizo o descarte das amostras armazenadas de células e do DNA ao
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu estousendo gonvidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa
cientifica. Apds ser gsclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assinoao final deste documento, que esta em trés vias. Uma
delas € minha, a outra é do pesquisadorresponsavel e a terceira ficara arquivada na
instituicdo (PUCPR). Em caso de recusa eu ndo serei penalizado (a) de forma
alguma.

Eu,
RG .nacionalidade Jidade
estado civil .profissdo endereco

entendq que estou sendo convidado a participar do projeto chamado:
‘CARACTERIZACAO DA MEMBRANA DE PLASMA RICO EM FIBRINA PARA
REGENERACAO EM CARTILAGEM]. Eu entendo que a minha participacdo neste
projeto & voluntaria e ndo me da direito a qualquer tipo de remuneracéo.

1 Eu entendo que este projeto estd sendo desenvolvido por médicos e
pesquisadores empenhados na pesquisa com células-tronco.

2. O pesquisadorresponsavel deste projeto & a Fernanda Gimenez de Souza -
(Endereco: R. Pe. Anchieta, 2671-ap. 307, Telefone: (41) 9254-1763) e com ela
poderei manter contato pelo telefone acima relacionado.

3. A minha participacdo no referido estudo sera no sentido de doar sangue
4. Deste material doado (sangue), serdoisoladas as membranas de plasma rico
em fibrina que serdo estudadas em laboratorio e ndo serdoutilizadas para qualquer
fim terapéutico ou comercial.

5. Eu autorizo o0 armazenamento de amostras (uma parte pequena) das células
e do acido desoxirribonucleico — DNA — (molécula que contém as informacdes
genéticas) para testes que se fizerem necessarios, agora, e no futuro.

6. Eu autorizo o descarte das amostras armazenadas de células e do DNA ao
término do estudo, e as amostras que ndao atenderem aos critérios (regras) de
isolamento e armazenamento.
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6. Eu autorizo o descarte das amostras armazenadas de células e do DNA ao
término do estudo, e as amostras que ndo atenderem aos critérios (regras) de
isolamento e armazenamento.

7. Estou ciente que a minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera
mantido em sigilo.

8. Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do estudo, manifesto meu livre consentimento
em participar, estandototalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econdmico, a
receber ou a pagar, por minha participacao.

9. Sendo assim, ndohavendo quaisquer dividas, dou-me por gsclarecido(a)
quanto aos objetivos, importancia e resultados desta pesquisa, dos meus direitos,
riscos e beneficios, em participar desta pesquisa. Portanto, concordo de livre e
espontinea vontade com a minha participacdo na realizacdo desta pesquisa.
10. Liotextoacimaecompreendia natureza e o objetivo do estudo do qual fui
convidado a participar e concordo voluntariamente em participar.

“‘Em caso de reclamagdo ou qualquer tipo de denuncia sobre este estudo devo
ligar para o CEP PUCPR (41) 3271-2292 ou mandar um email para

Curitiba, de de20___,

Nome do sujeitoda pesquisa=

Assinatura dosujeito da pesquisa =

Nome do pesquisador responsavel = Fernanda Gimenez de Souza

Assinatura do pesquisadorresponsavel =
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