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RESUMO

Introducéo: O reparo tissular é o objetivo final da cirurgia. A cultura
celular requer arcabougo mecanico que dé suporte ao crescimento
celular e difusao dos nutrientes. O uso do plasma rico em plaguetas
(PRP) como um arcabougo 3D possui diversas vantagens: € mate-
rial bioldgico, de facil absorcao pds-transplante, rico em fatores de
crescimento, em especial PDGF-BB e TGF-B que estimula sintese
de matriz extracelular na cartilagem. Objetivo: Desenvolver arca-
bouco 3D a base de PRP. Materiais e Métodos: Duas formas foram
idealizadas: Sphere e Carpet. Condigdes estéreis foram utilizadas.
O gel de plaguetas permaneceu em cultura celular, observado
diariamente em microscopio invertido. Resultados: Ambos arca-
bougos obtiveram sucesso, com aspectos positivos e negativos.
Discussao: A forma Sphere ndo aderiu ao plastico. Observou-se
retracao do gel e investigagdo ao microscopio dificultada devido
as areas opacas no campo visual. A forma Carpet ndo aderiu ao
plastico e apresentou-se transltcida. O tempo de estudo foi de
20 dias. Conclusdes: A produgdo de um arcabougo 3D PRP foi
um sucesso, e trata-se de uma alternativa que necessita ser mais
utilizado e investigado para que se consolide em uma rota eficiente
e confiavel na tecnologia de engenharia tissular, particularmente
em cultura de tecido cartilaginoso.

Descritores: Técnicas de cultura de células. Tecidos suporte.
Engenharia tissular.

Citagao: Moroz A, Bittencourt RAC, Felisbino SL, Pereira HR, Rossi-Ferreira R,
Deffune E. Gel de plaquetas: arcabouco 3D para cultura celular. Acta Ortop Bras.
[periddico na Internet]. 2009;17(2):43-5. Disponivel em URL: http://www.scielo.
br/aob.

INTRODUGAO

O reparo de tecidos e 6rgaos foi o objetivo final da cirurgia das
épocas antigas até a presente, e foi tradicionalmente realizado de
duas formas: enxerto de tecidos ou substituicao por material sin-
tético. O ouro foi utilizado em defeitos cranianos datando de 2000
AC, e o enxerto de tecidos foi usado desde pelo menos 1660 DC.
Ambos os métodos, entretanto, tém limitagdes. O enxerto de tecidos
requer mais cirurgias, associadas a morbidade, e é restringido por
quantidade limitada de material. Os materiais sintéticos integram-se
mal com o tecido e podem falhar com o tempo devido ao desgaste
e fadiga, ou resposta adversa do corpo. A engenharia de tecidos
(EngTec) emergiu em 1990 para corrigir as limitagdes do enxerto
de tecidos e uso de materiais sintéticos. O conceito da EngTec é
transplantar um biofator (células, genes ou proteinas) dentro de um
material degradavel poroso (scaffold). Os biofatores incluem stem
cell e a gene-terapia, que estimulam o reparo do tecido.'

O objetivo da engenharia de tecidos é restaurar e preservar as
fungbes perdidas por érgaos doentes ou danificados. Como in
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vivo, os tecidos projetados in vitro devem fornecer transporte de
nutrientes, estabilidade mecénica, coordenacdo de processos
multicelulares e um microambiente celular que preserve a estabi-
lidade fenotipica das células. Para conseguir este objetivo, muitos
tecidos projetados requerem caracteristicas arquiteturais da escala
macro (cm) e micro (aproximadamente 100 micra) e as técnicas
de cultura celular foram adaptadas para criar scaffolds com as
arquiteturas tridimensionais (3D) definidas em escalas relevantes
ao sucesso fisiolégico do tecido.? Caso contrério, se cultivados em
monocamadas, as células tendem a aderir ao fundo do recipiente,
e passam por um processo de desdiferenciagcdo, onde adquirem
caracteristicas morfolégicas e passam a produzir componentes
de matriz de outro tipo celular.® Assim, perde-se a funcionalidade
do tecido, como é observado em cultura de cartilagem em mono-
camadas, onde os condroécitos desdiferenciam em fibroblastos, e
passam a produzir colageno tipo |.

Longe de serem componentes passivos, 0 material escolhido e o
design poroso da arquitetura do scaffold sé&o fatores cruciais no
sucesso da regeneragao do tecido. Um scaffold bem sucedido
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deve prover sustentacao mecanica a0 mesmo passo que promove
o transporte em massa, e ainda, degradar-se de maneira que 0
tecido regenerado assume suas funcoes.'

Varios sistemas de cultura ja foram usados: cultura em monoca-
madas, cultura em gel de agarose*, hidrogel e polimeros sintéticos
como: arcabougos a base de colageno (gel de colageno tipo I e ll),
esponjas de colageno tipo Il, &cido polilatico e acido poliglicélico,
fibrina, dxido de polietileno, peptideos e alginato®, e mais recente-
mente, celulose bacteriana.®

Investigando o papel da plagueta idealizou-se a sua utilizagdo, sob a
forma de gel, como arcabouco 3D para cultura celular baseando-se
na secrecao de uma série de hormonios interfaceados com a adesao,
cicatrizacao e neovascularizagao dos seus granulos. A possibilidade
de uso do plasma rico em plaguetas (PRP) como um arcabougo 3D
em forma de gel para sustentagao das células possui diversas van-
tagens. Entre elas, lista-se ser um material bioldgico, que apresenta
facil reabsorgao apos a fase de transplantagéo, pode ser produzido
com concentrado de plaquetas do préprio paciente que recebera o
transplante, trata-se de um material barato, além de serem ricos em
fatores de crescimento, em particular, PDGF e TGF que estimulam a
sintese de matriz extracelular’, sdo importantes para diferenciacéo em
muitas linhagens celulares, especialmente na cultura de cartilagem,
além de serem extremamente caros de se adquirir.

OBJETIVOS

O desafio do presente trabalho foi definir o uso do PRP como arca-
boucgo 3D para cultura celular quanto a sua forma, concentragoes
de reagentes e determinagédo do nimero méaximo de dias que o
gel se mantém firme na presenga do meio de cultura.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados cinco coelhos Nova Zelandia neste trabalho, e
0 mesmo esta aprovado no Comité de Etica em Experimentagao
Animal da instituigdo segundo o protocolo 626. Todos os procedi-
mentos foram conduzidos em condiges estéreis. O PRP foi obtido
atravées de centrifugagao de sangue total (obtido por pungao car-
diaca) a 1000rpm por 10 minutos. Apds a centrifugagdo o PRP foi
aliquotado em tubos cbnicos de 15ml e uma amostra (200uL) foi
levada para determinagao do numero de plaguetas em contador
automatico Micros60 HoribaABX®. Uma vez separado em volumes
de 2,3ml foram preparados os géis, utilizando-se concentragéo fixa
de gluconato de calcio e concentracdes variadas de trombina em
placas de Petri. Foram testados os géis a partir de PRP fresco e
PRP descongelado.

Sao propostas duas formas para os géis: um mais volumoso, e um
tapete mais uniforme e com menos volume (mas ainda em 3D).
Estas formas foram obtidas da seguinte maneira: apés adicionar o
gluconato de célcio (GC) e a trombina ao PRP no tubo conico de
15ml, podia-se esperar a solidificagao para depois colocar o gel na
placa de petri, obtendo-se desta forma o gel Sphere; ou entao logo
apos adicionar GC e trombina ao PRP no tubo vertia-se o contetido
na placa, de modo que este cobrisse toda a extensdo da mesma
e solidificasse como um tapete, denominado gel Carpet.

O meio de cultura utilizado foi DMEM High Glicose (Gibco®) 10%
soro fetal bovino (Gibco®) suplementado com L-glutamina (Gibco®)
e antibidtico/antimicético (Gibco®), o qual foi trocado uma vez por
semana. As placas estiveram em estufa de CO,5% (Thermo®) por
toda a duragéo do experimento. Efetuou-se registro fotogréfico
(Canon PowerShotA620®) durante os trés primeiros dias, e no
ultimo dia. A observagao das placas, a olho nu e ao microscopio
invertido (Zeiss Axiovert®) foi feita diariamente. Além disso, foram
batidas fotos ao microscopio para verificagdo da microestrutura
dos géis formados.

RESULTADOS

A contagem de plaquetas obtidas variou entre 442 x 103/mm? e
513 x 103/mmd. O tempo de formagao do gel variou entre 5 segun-
dos (com concentragéo de trombina 6X) até 40-45 segundos (com
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as menores concentragoes, de 1X e 2X). Os géis tiveram vida Util
de 20 dias. Os géis Sphere (Figura 1) apresentaram areas opa-
cas ao microscoépio invertido (Figura 2), enquanto os géis Carpet
(Figuras 3 e 4) nao as apresentaram. (Figura 5) O gel feito com
plaquetas descongeladas (Figura 6) se apresentou mais transltcido
ao microscopio em relagdo ao com plaquetas frescas.

Figura 2 - Microfotografia do gel Sphere 1X Trombina. Notar as dreas opacas
(A). Aumento 10x.

Aumento 10x.
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Aumento 10x.

DISCUSSAO

Todos os géis produzidos solidificaram pela agéo do gluconato de
célcio e da trombina. As duas propostas para os géis (Sphere e
Carpet) apresentaram estrutura 3D tendo assim o primeiro requisito
para um bom scaffold alcancado. Os dois modelos evidenciam
pontos positivos e negativos: o gel Sphere ndo aderiu a placa de
cultura, assim foi mais facil trocar o meio sem danificar o gel e
para fazer uma analise histoldgica bastaria retira-lo da placa de
cultura. Entretanto, a visualizagdo ao microscopio é mais dificil,
devido ao maior volume que produziu as areas opacas obtidas
nas microfotografias (Figura 2), onde seria impossivel de visualizar
quaisquer células que ali estivessem. Foi observada uma retragao
no tamanho do gel no segundo dia. Em um projeto piloto a ser
realizado o PRP ser4 diluido antes da formagao do gel Sphere,
com o objetivo de obter-se um gel translicido. O gel Carpet se
mostrou mais homogéneo, integro, nao houve retracao ou areas
opacas ao microscoépio. (Figura 5) Em um processo de cultura
celular isso significa grandes vantagens, ja que uma das principais
ferramentas é a analise diaria das placas por microscopia. Como
pontos negativos, cita-se a aderéncia a placa, o que dificulta a
troca do meio de cultura (particularmente com bomba a vécuo);
além disso, cita-se também a dificuldade em retirar o gel da placa
quando se quer analisé-lo histologicamente.

Quanto as concentragdes de trombina utilizadas, observou-se que
todas eram suficientes para ativar a agregagao plaquetaria e formar
o gel. O Unico fator que variou mediante as diferentes concentra-
cOes foi o tempo de formacao do gel, que diminuiu quando se
aumentou a dose de trombina. Isso explica a utilizagao de apenas
duas concentracbes testadas nos géis Carpet (1X e 2X).

O gel Carpet produzido com o dobro do volume de PRP (4,6ml) se
mostrou mais firme e facil de manejar - em relagao aos géis Carpet
com 2,6mL de PRP - nas trocas de meio de cultura por ser mais
evidente a interface gel/meio, sem ter prejudicado o processo de
investigacao diaria por microscopia. O gel feito com plaquetas des-
congeladas apresenta a vantagem de fornecer melhores condicoes
de visualizagdo microscoépica (translicido), devido a ruptura das
plaquetas durante o descongelamento, assim como a liberagao
dos fatores de crescimento dos granulos-o.

Todos os géis se mantiveram firmes por 20 dias em estufa, quando
foram descartados. O vigésimo dia foi considerado como o Ultimo
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neste trabalho, ja que trés semanas séo suficientes para conduzir
um experimento em cultura celular, mas é provavel que os géis
tenham uma vida Util ainda maior.

CONCLUSAO

Este trabalho representa uma inovagao na tecnologia de produgao
de scaffolds 3D para cultura celular, pois € pioneiro ao utilizar as
plaquetas diretamente no suporte mecéanico as células. Sao evi-
dentes as vantagens das plaquetas neste campo da ciéncia, em
relagdo a muitos outros scaffolds 3D atualmente utilizados, muitos
dos quais ja estdo consagrados, como as pérolas de alginato. Aos
autores, esta primeira experiéncia com as plaquetas se mostrou
muito promissora, pois se conseguiu criar com éxito dois modelos
de utilizagao do gel de plaquetas como scaffolds 3D para cultura
celular: Sphere e Carpet. Ambos se mostraram eficientes em criar
ambientes 3D, aparentemente porosos, sendo necessarios alguns
ajustes para melhorar o microambiente para as células, em ambos
os modelos. Os autores acreditam que o modelo Sphere pode ser
melhorado apenas com a utilizagao de menores volumes de PRP
(com a conseguinte formagéo de pérolas de plaquetas) ou entéo
com uma diluigao, o que em ambos 0s casos levara a uma diminui-
G&o no numero de plaquetas utilizados e melhora na visualizagéao
das células por microscopia invertida. Entretanto somente novos
experimentos, com a utilizagcdo de células, podem responder a
essa questéo. O gel Carpet também pode ser melhorado no sen-
tido de buscar um volume étimo de plaquetas, que fornega boas
condigdes de investigagao microscopica e microambiente favoravel
as ceélulas, sendo também necessarios novos experimentos, com
células, para alcangar este objetivo. Como consideragoes finais, o
presente trabalho abre um novo caminho na ciéncia de produgao
de arcaboucos 3D, o0 qual necessita ser trilhado para se consoli-
dar em uma nova e eficiente rota da tecnologia de producao de
arcabougos 3D para a medicina reparadora de 6rgéo e tecidos.
O uso do PRP no scaffold surge como promissor aliado na cultura
celular, em especial de cartilagem, por dois motivos fundamentais:
1) possibilidade de utilizar material autélogo, onde o scaffold é
preparado com material oriundo do proprio paciente, facilitando a
etapa de integracao do futuro implante; 2) de serem a plaqueta e
0 PRP ricos em fatores de crescimento celular que atuariam endo-
genamente, nao criando risco outros para o paciente.
Consideramos que o gel de plaquetas possa ser utilizado como
scaffold 3D, na &area da ortopedia, junto ao procedimento de
transplante autdlogo de condrécitos, com a microencapsulacéo
dos condrécitos préviamente expandidos em cultura celular, subs-
tituindo os scaffolds empregados atualmente. Outra possibilidade
futura seria 0 uso de células-tronco mesenquimais, diferenciadas
em condrécitos, empregando-se o scaffold descrito neste artigo,
e entdo o transplante para a area da leséo articular.
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