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1. INTRODUÇÃO 
A Engenharia Tecidual (ET) é um campo multidisciplinar do conhecimento, o qual 

alia princípios das áreas da saúde e da engenharia. Tem por objetivo regenerar 
tecidos e até mesmo órgãos acometidos por traumas ou patologias (LANGER; 
VACANTI, 1993). Para isso, baseia-se em três pilares fundamentais: as células, os 
fatores de crescimento e os scaffolds (DEMARCO et al., 2011). Dessa forma, o cultivo 
celular compreende um método indispensável de análise dos parâmetros de 
comportamento das células frente a diferentes estímulos que irão levar a proliferação 
e diferenciação dessas estruturas, para a constituição dos tecidos regenerados 
(DEMARCO et al., 2011). O meio de cultivo, utilizado para a manutenção das células 
in vitro, é universalmente suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB), composto por 
fatores de crescimento necessários à proliferação e manutenção da função celular 
(EAGLE, 1955). Entretanto, devido ao potencial de transmissão de patógenos e a 
dificuldade de padronização lote-a-lote, agentes xenogênicos constituem uma das 
principais barreiras para que as terapias baseadas no uso de células-tronco possam 
ser investigadas e aplicadas em âmbito clínico (MARTIN et al., 2005). 

Materiais autólogos surgem como alternativa, pois nesse contexto, o paciente é 
a fonte provedora do material a ser utilizado (células, fatores de crescimento). 
Concentrados plaquetários como o Plasma Rico em Plaquetas (PRP), vem sendo 
amplamente estudado e, de fato, se mostraram aptos a substituir o SFB para cultivo 
de células mesenquimais (LIN et al., 2005; ISAAC et al., 2011). Entretanto, os 
protocolos para obtenção do PRP ainda são complexos e requerem a adição de 
reagentes químicos para o adequado processamento do sangue (DOHAN et al., 
2006). A fibrina rica em plaquetas compreende uma nova classe de concentrados 
plaquetários eficiente para a regeneração tecidual sendo obtido por um protocolo de 
processamento simplificado, sem adição de agentes químicos exógenos ao sangue 
humano (DOHAN et al., 2006). Durante a centrifugação do sangue as plaquetas são 
ativadas e então ocorre uma liberação significativa de fatores de crescimento (TGF-
β1, IGF-I, PDGF-BB), os quais são sequestrados na rede de fibrina durante o processo 
de polimerização. Além disso, foi relatado que o sobrenadante, denominado Plasma 
Pobre em Plaquetas (PPP), poderia conter uma quantidade reduzida dos fatores de 
crescimento acima descritos. Considerando que após a obtenção do Plasma Rico em 
Fibrina (PRF), o PPP é descartado, o objetivo desse estudo foi avaliar a proliferação 
das células mesenquimais (3T3/NIH) em meio de cultivo suplementado com Plasma 
Pobre em Plaquetas. 
 

2. METODOLOGIA 
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O sangue humano foi obtido por doação junto ao hemocentro da cidade de 
Pelotas- HEMOPEL. As amostras foram manipuladas imediatamente após obtenção 
do sangue, sob condições estéreis e com materiais de biossegurança a fim de evitar 
qualquer contaminação, em uma câmara de fluxo laminar disponível no NCTBIO I. O 
protocolo para obtenção de plasma foi segundo CHOUKROUN et al.(2001), foi feita a 
centrifugação, a qual se baseia no cálculo da força gravitacional imprimida sobre as 
amostras (RCF ou Força G= 1,12 x R x (RPM/1000)²), para que se obtenha uma força 
G resultante igual a 400. Os tubos de ensaio, contendo as amostras sanguíneas, 
foram centrifugados imediatamente após a obtenção, a 1.500 RPM’s de frequência, 
em uma centrífuga de 150mm de raio durante 12 minutos em temperatura ambiente. 
Terminada a centrifugação, a porção correspondente ao PPP foi gentilmente pipetada 
e transferida para frascos criogênicos de 2ml e imediatamente congelada em ultra 
freezer (-80C°). Fibroblastos 3T3/NIH foram cultivados em DMEM suplementado de 
diferentes formas, de acordo com o grupo experimental sendo eles: DMEM:PPP 
(90:10; 80:20 e 70:30), DMEM:SFB-HyClone (90:10; 80:20 e 70:30), DMEM:PPP:SFB-
HyClone (70:15:15) e meio controle DMEM:SFB(90:10). Um frasco de cultivo foi 
incubado em ambiente úmido a 37ºC, 95% de ar e 5% de CO2. Quando as células 
atingiram a subconfluência (80%), foram lavadas com tampão fosfato-salino (PBS) 
removendo os metabólitos celulares. Depois disso, as células foram mantidas em uma 
solução de tripsina/EDTA por 5 minutos (37°C e 5% de CO2), para destaca-las do 
fundo dos frascos e então a suspensão celular obtida foi dividida em tubos tipo falcon 
de 15ml, um para cada grupo experimental. A atividade enzimática foi inibida pela 
adição do dobro de volume de meio de cultivo e o conteúdo das garrafas foi 
centrifugado durante 5 minutos, sob a rotação de 1000 rpm, ocorrendo assim a 
precipitação do conteúdo celular no fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado, e 
foi adicionado 5mL de meio DMEM associado a concentração de cada amostra. Após 
a homogeneização, foi retirado 20µL de cada amostra para a contagem das células 
em Câmara de Neubauer. Após a contagem, foram semeadas 2X104 células por poço 
da placa de 96 poços (24h) (Figura 1). Após o período de incubação, o DMEM foi 
removido da placa e os poços lavados com PBS. Foi adicionado uma solução (Meios 
contendo seus respectivos suplementos) contendo 5mg/ml de MTT e mantido em 
contato com as células durante 4h (37°C e 5% de CO2). Os valores médios de 
absorbância foram calculados, analisados através do método oneway-ANOVA e teste 
complementar de Tukey (p<0,05), com nível de significância de 5%. 

 



 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Segundo as análises estatísticas apresentadas (Figura 2), pudemos observar 
que as células cultivadas com o PPP apresentaram uma taxa de proliferação 
significativamente inferior aos demais grupos. Não foi observada diferença estatística 
entre as três concentrações de plasma aplicadas como suplemento nutricional para o 
cultivo celular. O PPP utilizado nesse estudo piloto, seguiu o protocolo proposto por 
CHOUKROUN et al. (2001). Tal protocolo foi desenvolvido com o objetivo de obter um 
biomaterial autólogo, capaz de suprir as necessidades de reparação e cicatrização 
tecidual após cirurgias. Atualmente são utilizados adesivos de fibrina comerciais, que 
necessitam ser ativados com trombina de origem animal. Então, esse método de 
isolamento do PRF visa produzir esse biomaterial que é rico em plaquetas e fibrina e 
que não necessita de complementação de proteínas xenogênicas para ter 
aplicabilidade. Dentre as causas do PPP não ter sido eficiente como suplemento, está 
o momento do processamento do sangue, ou seja, tanto as plaquetas, quanto os 
fatores de crescimento ficaram acopladas ao PRF do centrifugado, ficando assim o 
PPP um sobrenadante acelular e sem nutrientes necessários a manutenção das 
células. Em comparação aos resultados de estudos já publicados, como o de ISAAC 
et al. (2011), nele é descrito a ocorrência de filtragem após adição de 10% de plasma 
humano ao DMEM, além de ter sido usada a fração PRF como suplemento. Já no 
estudo de LIN et al. (2005), o meio utilizado foi DMEM-LG (DMEM+Glicose), 
suplementado penicilina, estreptomicina, L-glutamina, e vários derivados do sangue 
humano. Ao DMEM-LG foi acrescentado, além dos 10% de plasma autólogo, bFGF e 
EGF, 20 ng/mL de cada.  

 
 

4. CONCLUSÕES 
Ao finalizar as análises, segundo nosso estudo, PPP não se mostrou eficiente 

como suplementação de meios para cultivo celular devido a sua capacidade de induzir 
a morte de células 3T3/NIH. O SFB-HyClone confirmou sua eficiência como 
suplementação para cultivo de células mesenquimais. 
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