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INFORMAQ(SES 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 condrécitos.
On-line em xxx 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 48 h para
Palavras-chave: obtencao do eluato de fibrina. As CTDAh foram isoladas do tecido adiposo por digestdo
Plasma rico em plaquetas com solugdo 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 avaliacio 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 diferenciacdo ou eluato e
marcagao positiva para agrecana.
Conclusdes: O tratamento com o eluato da membrana de fibrina estimulou a proliferacao
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.
© 2016 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Publicado por Elsevier Editora
Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Proliferation and differentiation of stem cells in contact with eluate from
fibrin-rich plasma membrane

ABSTRACT

Keywords: Objective: To evaluate the ability of the eluate from fibrin-rich plasma (FRP) membrane to

Platelet-rich plasma induce proliferation and differentiation of isolated human adipose-derived stem cells (ASCs)

Membranes into chondrocytes.

Cartilage Method: FRP membranes were obtained by centrifugation of peripheral blood from two

Regeneration 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 mucopolysaccharide
expression 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
progressao 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 articulacdes que sdao submetidas a atrito e que
suportam peso, os defeitos na cartilagem néo se regeneram
espontaneamente e necessitam de intervencao 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 tra-
dicionais sdo, portanto, paliativas. Lavagem e condroplastia
promovem alivio sintomatico da dor sem formacao de tecido
hialino. Essas técnicas removem a camada superficial da carti-
lagem, o que inclui as fibras de colageno, que sdo responsaveis
pela resisténcia mecénica e criam um tecido cartilaginoso
com funcionalidade inferior. A técnica de debridamento
subcondral ou microfratura tem sido considerada como esti-
mulante para a producao de tecido semelhante ao hialino com
propriedades e durabilidade compardveis a cartilagem

normal. No entanto, tem-se observado que, em muitos casos,
ocorre a formacdo de tecido fibrocartilaginoso que se dege-
nera com o tempo. Transplante osteocondral autdlogo e
mosaicoplastia (autotransplante de cartilagem) podem res-
taurar o tecido cartilaginoso, mas suas aplica¢oes sdo restritas
a pequenos defeitos e existem algumas preocupacdes em
relacdo a morbidade do local doador.> O tratamento da OA
e dos defeitos locais da cartilagem articular permanece um
desafio. Nao existem, atualmente, tratamentos cirurgicos ou
ndo cirdrgicos que resultem na reparacdo ou restaurac¢ao 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 investigagdes em abordagens inovadoras
na area da engenharia de tecidos com o uso de biomateriais
como arcabougos 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 centrifugacao,
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,
de fécil preparacdo e de baixo custo. Por ser autélogo, ndo
existe risco de infec¢do ou do desencadeamento de processos
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