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1. INTRODUCAO

As terapias regenerativas vém sendo utilizadas na odontologia com a
finalidade de reparar tecidos e 6rgdos acometidos por patologias ou traumas
(DEMARCO, 2011). Para a utilizacdo destas terapias € necessario obter uma
quantidade significativa de células para que seja possivel inseri-las nos tecidos
danificados. Para tanto, estas células precisam ser previamente isoladas e
expandidas ex vivo (HEMEDA, 2014). O Dulbecco’s modified Eagle's medium
(DMEM) é um meio basal de cultura tradicionalmente utilizado para manutencéo
de células e tecidos; ele apresenta uma quantidade elevada de aminoécidos,
enzimas, vitaminas e ions para garantir adeséao, crescimento e proliferacdo celular
(GOTTIPAMULA, 2013). No entanto, o DMEM sozinho ndo é capaz de prover
todo o suprimento nutricional requerido. Assim, o soro fetal bovino (SFB) é
utilizado concomitantemente (entre 10 e 20% do volume) pelo fato de apresentar
uma gama de fatores de crescimento e proteinas indispensaveis a proliferacédo
celular (HEMEDA, 2014).

Apesar de o SFB ser o suplemento celular padrdo ouro, seu uso vem sendo
questionado na aplicacdo de terapias regenerativas. Isto se deve ao fato das
células expandidas em contato com o SFB internalizarem as proteinas de origem
animal presentes neste suplemento podendo desencadear reacfes imunoldgicas
nos pacientes que recebem estas terapias, tornando-se uma barreira na aplicacéo
destas técnicas (HAQUE, 2015; MACKENSEN, 2000; TUSCHONG, 2002).

Visando aumentar a transicdo clinica, alternativas ao SFB vem sendo
propostas (HEMEDA, 2014). Suplementos autégenos, como os derivados do
sangue venoso humano, mostram-se promissores substitutos a essa
suplementacao por promoverem a manutencao celular e serem de facil obtencéo.
Diversos protocolos e suplementos provenientes do sangue venoso tém sido
investigados (PHAM, 2014; BUDIYANTI 2015). De forma geral, eles sao
baseados na liberagdo de fatores de crescimento presentes nos granulos alpha
das plaquetas (HARRISON, 1993) que podem ser ativados por centrifugacéo,
aplicacdo de trombina ou cloreto de célcio (BORIE, 2015; KEWASE, 2013). No
entanto, a literatura carece de investigagcbes que comparem os diferentes
protocolos em uma mesma linhagem celular limitando o conhecimento.

Assim, o objetivo do presente estudo foi descrever o protocolo de obtencédo de
cinco derivados sanguineos e avaliar o comportamento celular de fibroblastos
3T3\NIH suplementados com estes derivados.
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2. METODOLOGIA

Para a realizacéo dos suplementos substitutos do SFB, sangue humano de um
unico doador (sexo masculino, 27 anos) foi obtido no Hemocentro Regional de
Pelotas (HEMOPEL). Para a confec¢cdo do Soro Humano (hSerum), as amostras
foram depositadas em um tubo de 10 ml para coleta sanguinea a vacuo, sem
utiizacdo de agentes coagulantes. Os frascos foram armazenados a 4°C
overnight para a obtencéo do coagulo. Posteriormente, o coagulo foi centrifugado
a uma frequéncia de 3000 rotac¢des por minuto (rpm)durante 5 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado num congelador (-80°C).

O plasma pobre em plaquetas obtido a partir do plasma rico em plaquetas
(PPP-PRP) foi adquirido através da centrifugacéo (2400 rpm durante 10 minutos)
de amostras de sangue coletadas em tubos de vidro de 4ml contendo
anticoagulante. O concentrado de plaquetas e plasma acelular foram transferidos
para um novo frasco sem anticoagulante, onde foram novamente centrifugadas a
3600 rpm por 15 minutos. Assim, houve uma nova concentracdo das plaquetas
com um sobrenadante acelular. 2/3 deste sobrenadante foi alicotado, sendo
denominado PPP-PRP.

O PRP ativado (a-PRP) foi adquirido seguindo o protocolo acima citado,
entdo, um terco restante do plasma acelular com o concentrado total de plaquetas
foi ressuspendido em 100ul/ml de CaCl, (20% peso / volume) e incubado a 4°C
overnight para ocorrer a formacgéo de coagulo. Uma nova centrifugagdo (1500 rpm
durante 5 min) foi realizada, e o sobrenadante foi armazenado a -80°C.

A partir do a-PRP foi obtido o lizado de plaguetas (hPL), submetendo o a-
PRP a trés ciclos de congelamento (-80°C por 15 minutos) e descongelamento
(37°C) e posteriormente a uma nova centrifugacao de 1500 rpm por 5 minutos.

Para a obtencéo do plasma pobre em plaquetas a partir da fibrina (PPP-F)
o sangue foi depositado em tubos sem anticoagulante e centrifugado a 1.500 rpm.
Apés centrifugacdo, o sobrenadante da por¢céao correspondente ao PPP da fibrina
foi pipetado e transferido para frascos de 15 ml (CHOUKROUN, 2001).

Para a realizacdo do cultivo celular criotubos contendo 50x10” células
3T3\NIH foram descongeladas e inicialmente cultivadas com o SFB 10%
associado ao DMEM. Na terceira passagem elas foram desagregadas com o uso
de tripsina-acido etilenodiaminotetracético (EDTA) numa concentracdo de 0,25%,
logo apo6s a tripsina-EDTA foi inativada com DMEM/SFB e as células foram
submetidas a centrifugacdo (1000 rpm por 5 minutos). O sobrenadante foi
eliminado e as células suspendidas em DMEM para a aplicacdo dos diferentes
suplementos. O SFB foi utilizado como grupo controle. As células foram mantidas
em frascos de cultura (75cm?3) incubadas num ambiente himido a 37°C e 5% de
COs,.

Para analisar o comportamento dos fibroblastos 3T3\NIH as células foram
acompanhadas por 30 dias. Quando atingiam subconfluéncia de 80% tripsina-
EDTA 0,05% era utilizada para desagregar as células e ¥ de célula era mantido
para a cultura seguinte. Alguns estudos tém encontrado uma sensibilidade
elevada de células mantidas com diferentes derivados sanguineos
(GOTTIPAMULA, 2012; ICHIYANAGI, 2010; BIEBACK, 2010), dessa forma, foi
realizado um screening avaliando a sensibilidade das células a tripsina/EDTA. O
teste foi realizado na terceira passagem das células em concentracbes de
tripsina/EDTA que variaram de 0.25% (1x) a 0.00333% (75X).



C .Q 2 O ‘I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAQ CIENTIFICA 23 SEMANA INTEGRADA
% UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS e g™ = (LR

UFPEL /2016

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os soros apresentaram rendimento diferentes que variam de 3 ml a 9 ml
com 20 ml de sangue total. O tempo necessério para a fabricacdo dos soros
oscilou entre alguns minutos e algumas horas, sendo possivel obter o suplemento
em um ou dois dias de acordo com o protocolo. O hPL apresentou o menor
rendimento e uma necessidade maior de tempo para a producdo. Em contraste,
PPP-PRP apresentou um maior rendimento (9 ml) e hSerum o menor tempo gasto
(10 minutos). De forma geral, os cinco suplementos aqui descritos apresentaram
um bom rendimento e baixo tempo de producéo.

Durante os 30 dias de acompanhamento das células o hSerum e o a-PRP
atingiram subconfluéncia nove vezes, enquanto o PPP-F, hPL e P-PRP atingiram
seis vezes e 0 SFB quinze vezes. Acredita-se que o PPP-F e hPL alcancaram a
subconfluéncia menor por apresentarem dificuldade de adesdo a placa apds
desagregacdo por tripsina/EDTA. Observou-se também que a partir da
terceira/quinta passagem ocorreram alguns descolamentos em placa, observados
em todos os grupos. BIEBACK et al. 2010 observou uma grande alteracdo na
expressdo génica de proteinas relacionadas com a adesao celular em células
mesenquimais suplementadas com derivados sanguineos. Estes resultados
corroboram com o observado no presente estudo, onde observamos uma menor
capacidade de adesdo nas células suplementadas com os cinco diferentes
derivados sanguineos.

Analisando o padrdo de crescimento e disposicdo celular, foram
constatados padrdes diferentes de crescimento entre os grupos: hSerum, PPP-F
e PPP-PRP apresentaram um padrédo de crescimento semelhante ao do SFB. Em
contraste, a-PRP e hPL apresentaram um crescimento estrelado, com
prolongamentos celulares finos e longos assim como apresentaram espacos entre
as células mesmo em subconfluéncia. Além disso, houve formacéo de clusters,
mostrando uma preferéncia celular por estas areas. Estas regifes de clusters
podem ser explicadas pelo fato do DMEM utilizado apresentar uma elevada
guantidade de calcio, assim, este calcioque ativa a cascata da coagulacdo nas
fibrinas remanescentes nos suplementos, realizando uma pequena coagulacdo
em alguns sitios (HEMEDA 2014)

Durante os 30 dias de cultivo, foi observado que os fibroblastos 3T3\NIH
suplementados com derivados do sangue humano apresentaram uma alta
sensibilidade a tripsina-EDTA. Entdo, foi realizado um screening para avaliar a
sensibilidade destas células a este agente desagregante. Os resultados
demonstraram uma extrema sensibilidade a tripsina-EDTA a 0,25%, com uma
desagregacao instantanea das células no a-PRP, hPL e P-PRP. Além disso,
diluicdes sucessivas também reduziram em parte a sensibilidade destas células.
Para a tripsina-EDTA ter uma acao similar ao do SFB nos suplementos derivados
do sangue humano ela deve ter uma diluicdo maior (entre 50 e 75x) ou um tempo
de exposicdo menor (cerca de 2 minutos).

4. CONCLUSOES
A partir dos resultados observados no presente estudo foi evidenciado que
0S cinco suplementos propostos parecem ser efetivos na manutencdo e
proliferacéo celular, sendo alternativas validas para substituicdo do SFB. Além
disto, foi observado uma grande sensibilidade a tripsina-EDTA, sendo possivel
realizar uma diminuicdo do tempo de exposicdo e concentracdo. Entretanto
investigacdes em um ambiente tridimensional devem ser conduzidos para uma



C .Q 2 O ‘I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAQ CIENTIFICA 23 SEMANA INTEGRADA
% UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS e g™ = (LR

UFPEL /2016

melhor avaliacdo e aplicacdo clinica de células suplementadas com derivados
sanguineos.
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