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RESUMO 

Vários estudos têm apontado que a interação de plasma rico em plaquetas 

(PRP) com células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano (CT-TAs) 

é capaz de otimizar o processo regenerativo, estimulando a angiogênese e o 

recrutamento de células para o local da lesão. O avanço no conhecimento 

sobre os aspectos físico-químicos do gel de PRP, bem como na interação e 

no comportamento das CT-TAs quando associadas ao gel poderão resultar 

em aplicações práticas em processos de regeneração tecidual. Em função 

disso, objetivou-se analisar diferentes parâmetros relativos a aspectos 

morfológicos, físico-químicos e estrutural do gel de PRP isolado ou em 

associação com CT-TAs (PRP/CT-TAs).  As análises dos géis foram 

realizadas por meio da microscopia eletrônica de varredura (MEV) e da 

técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR). Também foi avaliada a viabilidade e migração das CT-TAS após 

associação ao gel de PRP. Os resultados mostraram que as CT-TAs 

continuam viáveis, mantendo suas propriedades, assim como o gel de PRP, 

após a associação. Não foram observadas alterações estruturais nos géis de 

PRP isolado e PRP/CT-TAs, preservando os perfis físico-químicos das 

amostras. Concomitantemente com estes resultados, observou-se que o gel 

de PRP pode proporcionar um ambiente favorável às células, permitindo 

proliferação e migração celular. Os resultados obtidos permitem concluir que o 

gel de PRP pode ser usado como um potencial scaffold, mantendo as células 

viáveis quando encapsuladas, preservando os aspectos físico-químicos das 

CT-TAs e do PRP quando em associação. Além disso, pode-se propor que gel 

de PRP exerce efeitos positivos sob as CT-TAs, estimulando a proliferação e 

a viabilidade celular. 

Palavras-chave: Engenharia tecidual, plasma rico em plaquetas (PRP), 

células-tronco, tecido adiposo. 
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ABSTRACT 

 

Several studies have shown that the platelet-rich plasma (PRP) in association 

with human adipose-derived mesenchymal stem cells (h-AdMSCs) is able to 

optimize the regenerative process, stimulating angiogenesis and the recruitment 

of cells to the lesion site. Advancing in the knowledge of the physico-chemical 

aspects of PRP-gels, as well as in the interaction and behavior of h-AdMSCs 

when associated to the gel will result in practical applications in tissue 

regeneration processes. Therefore, the aim of this study was to evaluate 

different morphological, physic-chemical and structural parameters of the 

isolated PRP-gel or in association with h-AdMSCs (PRP/h-AdMSCs). The PRP-

gels were submitted to scanning electron microscopy (SEM) and Fourier 

transform infrared spectroscopy technique (FTIR). The h-AdMSCs viability and 

migration after association with the PRP-gel were also evaluated. The results 

showed that as h-AdMSCs remain viable, retaining their properties, as the PRP 

gel, after association. There were no structural changes in the PRP gels 

isolated and PRP/h-AdMSCs, so maintaining the physical-chemical profiles of 

the samples. Additionally to these results, it was observed that the PRP-gel can 

provide a favorable environment for cells, allowing its proliferation and 

migration. In summary, it is possible to conclude that PRP-gel can be used as a 

potential scaffold, maintaining cell viability when encapsulated and preserving 

the physical-chemical aspects of h-AdMSCs and PRP when in association. In 

addition, it may be proposed that PRP gel exert chemotatic effects for h-

AdMSCs, stimulating cell proliferation and viability. 

 

Keywords: Tissue engineering, platelet-rich plasma (PRP), stem cells, adipose 

tissue. 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1 Medicina Regenerativa 

A convergência de diversas áreas e especialidades do conhecimento, 

como engenharia de materiais, engenharia tecidual, biologia molecular e 

terapia celular, resultou em um novo campo do saber denominado: medicina 

regenerativa. A medicina regenerativa representa, portanto, um campo 

multidisciplinar de pesquisa e terapia clínica com grande potencial de 

aplicabilidade terapêutica em medicina humana e veterinária, seja para 

substituição ou para regeneração de tecidos e órgãos lesados em diferentes 

tipos de patologias agudas ou crônicas (Mason & Dunnill, 2008; Schallmoser 

et al., 2009).  

A medicina regenerativa abrange, como assinalado anteriormente, uma 

ampla gama de abordagens terapêuticas, dentre as quais destaca-se, no 

contexto deste estudo, a terapia celular, que tem como um dos seus principais 

focos a aplicação de células humanas para a reparação de tecidos ou órgãos 

que sofreram disfunções causadas por lesões traumáticas ou patologias 

crônico-degenerativas (Mason & Dunnill, 2008).  

Apesar de ser um dos principais objetivos da medicina regenerativa, a 

substituição de células e tecidos está entre os grandes desafios encontrados. 

A substituição de células e/ou tecidos ocorre a partir de uma melhora na 

capacidade das células endógenas em reparar o tecido danificado ou na 

utilização de células exógenas em substituir as células danificadas (Sánchez 

et al., 2012). Muitos materiais, sintéticos ou biológicos, são utilizados a fim 

reparar tecidos e restaurar funções comprometidas, denominados 

biomateriais, Os biomateriais entram em contato com os sistemas biológicos 
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para a recuperação funcional de tecidos e órgãos lesados (Francisco, 2013). 

As abordagens metodológicas são diversas dentro da medicina 

regenerativa, uma vez que combinam várias ferramentas e áreas voltadas 

para um objetivo comum: a substituição e/ou regeneração de células e tecidos 

danificados. Dentre as ferramentas biotecnológicas estão terapia gênica, 

terapia celular, o uso de biomateriais e células, que, em conjunto, 

potencializam o processo de recuperação tecidual (Greenwood et al., 2006). 

A engenharia tecidual, inserida como uma das áreas no contexto mais 

amplo da medicina regenerativa, representa a utilização de biomateriais, 

células e fatores de crescimento para a regeneração e/ou reparo de tecidos 

vivos (Oliveira et al., 2010). O avanço no conhecimento quanto à segurança e 

eficácia terapêutica resultantes da interação entre células e biomateriais é 

fundamental para que os mesmos possam ser aplicados na engenharia 

tecidual (Oliveira, 2009;). 

Muitos biomateriais são utilizados com o objetivo de reparar perdas e 

restaurar funções comprometidas do organismo, podendo ser de origem 

sintética ou biológica (Turrer & Ferreira, 2008). A interação do biomaterial com 

o organismo tem sido um desafio para a medicina regenerativa, uma vez que 

se torna necessário o conhecimento da resposta do organismo frente à 

presença do material. Um biomaterial ideal tem como um dos requisitos 

básicos causar reações mínimas no organismo do hospedeiro ao substituir o 

tecido danificado, além de fornecer suporte mecânico. Portanto, para 

utilização clínica, espera-se que os biomateriais sejam biodegradáveis, 

hipoalérgicos, que tenham baixa toxicidade e alta capacidade de absorção 

e/ou incorporação pelo organismo (Francisco, 2013; Pires et al., 2015). 
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A associação de biomateriais, fatores de crescimento e células é capaz 

de promover a regeneração e/ou restabelecer a função normal de órgãos e 

tecidos (Gimble et al., 2007; Schallomeser et al., 2009). Os biomateriais, no 

contexto da medicina regenerativa, podem atuar como um sistema de 

liberação de biomoléculas por através de estímulos presentes no meio, como, 

por exemplo, alteração na temperatura, força iônica e no pH (Oliveira et al., 

2010).  

Os fatores de crescimento (FC), por sua vez, representam uma 

ferramenta importante nos processos de reparo tecidual. Os FC são 

moléculas biologicamente ativas, relacionadas ao grupo das citocinas e têm 

como função estabelecer a comunicação entre as células, assim como 

estimulação da proliferação, migração, diferenciação e a apoptose celular, 

funções importantes para a manutenção da homeostase e sobrevivência do 

organismo (Fernández-Delgado et al., 2012; Centeno, 2013; Picard et al., 

2015). 

Os FC atuam por meio da ligação direta a receptores localizados sobre 

a membrana celular. Os receptores propagam os sinais do meio externo para 

o interno, por meio da ativação de uma cascata de sinais, ocasionando a 

ativação de genes, processo conhecido como transdução de sinal (Pinto & 

Pizani, 2015). 

As plaquetas contêm uma grande quantidade de fatores de crescimento 

que são liberados a partir dos grânulos plaquetários após a ativação. 

Resultados satisfatórios utilizando plasma rico em plaquetas (PRP) em 

diferentes campos têm destacado as plaquetas como uma opção terapêutica 

potencialmente promissora em diferentes áreas da medicina, assim como, no 
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tratamento de úlceras crônicas de difícil cicatrização (Fernández-Delgado et 

al., 2012; Stessuk, 2016). 

 

1.2 Plaquetas  

As plaquetas são pequenos fragmentos celulares discoides, 

anucleadas, derivadas da fragmentação de células provenientes da medula 

óssea denominada megacariócitos, com diâmetro de 100 µm (Everts et al., 

2006; Monteiro, 2013; Marques et al., 2015).  

As plaquetas possuem um anel de microtúbulos contráteis periféricos, 

que contém actina e miosina, compondo o citoesqueleto (Everts et al., 2006). 

A região periférica é formada por um sistema de membrana externa e interna. 

A camada externa contem receptores que intermediam as reações de adesão-

ativação das plaquetas. As membranas externas e internas formam as 

paredes dos canais que atuam na conexão da superfície com o sistema 

canicular aberto, responsável pela liberação do conteúdo granular ao atingir a 

membrana plaquetária (Perez, 2013).  

A matriz citoplasmática plaquetária é composta por elementos do 

sistema contrátil, responsável pela mudança morfológica, formação de 

pseudópodes, contração interna e secreção. O citoplasma é composto por 

corpos elétrons-densos, peroxissomos, lisossomos, glicossomos, mitocôndrias 

e grânulos (Perez, 2013). O conteúdo granular plaquetário, formado por 

grânulos alfa e grânulos densos, desempenham funções biológicas de forma 

autócrina e parácrina, como a quimiotaxia, proliferação, diferenciação celular e 

angiogênese, conferindo às plaquetas papéis importantes na regulação e 

estimulação dos processos regenerativos teciduais (Sanchez et al., 2003; 

Castro et al., 2006; Marques et al., 2015; Conceição et al., 2017).  
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Os grânulos alfa contêm fatores de crescimentos, fator de von 

Willebrand (FvW), proteínas adesivas, entre outras proteínas. Enquanto os 

grânulos densos apresentam trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de 

adenosina (ADP), serotonina e cálcio (Castro et al., 2006; Everts et al., 2006).  

Em condições normais, as plaquetas circulam pela corrente sanguínea, 

sem aderir ao endotélio. A contagem média de plaquetas no sangue circulante 

é de 150 a 400 x 10³ plaquetas/mm³ e sua meia-vida é de sete a dez dias 

(Perez, 2013). Na presença de danos teciduais, as plaquetas são o primeiro 

tipo celular a ser recrutado para o local da lesão, entrando em contato com 

proteínas de matriz, fator de von Willebrand e colágeno. Subsequentemente, 

as estruturas são alteradas, tornando-se ativas. Este estágio de ativação das 

plaquetas permite que se agreguem à parede do vaso sanguíneo para dar 

início à cascata de coagulação. Fatores de crescimento, citocinas e outros 

fatores homeostáticos são liberados, resultando na formação de um coágulo 

rico em plaquetas, formando o tampão hemostático para dar início ao 

processo de reparo da lesão endotelial (Balbino et al., 2005; Everts et al., 

2006; Dhillon et al., 2012; Marques et al., 2015; Perez, 2013). 

O processo inflamatório inicia-se após o estágio de agregação e 

degranulação das plaquetas. A liberação de fatores bioativos, histamina e 

serotonina, aumenta a permeabilidade capilar atraindo células do sistema 

imune, como leucócitos, macrófagos e neutrófilos, para o local da lesão. As 

células inflamatórias irão agir fagocitando o material resultante da lise celular 

(Marques et al., 2015). Ao término desta fase do processo de reparo, o 

número de células anti-inflamatórias é reduzido e os fibroblastos começam a 

sintetizar colágeno, elastina e outros componentes da matriz, iniciando a 
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cicatrização (Sánches et al., 2012; Marques et al., 2015). 

O novo tecido é formado no período de 2 a 10 dias após a lesão e 

novos vasos sanguíneos são formados por um processo conhecido como 

neoangiogênese, importante por conduzir oxigênio e nutrientes necessários 

ao local da lesão. A fase proliferativa, que se segue, é caracterizada pela 

intensa atividade dos fibroblastos, sob a ação de citocinas, que resulta na 

formação e deposição de matriz extracelular, constituída, principalmente, por 

mucopolissacarídeos, colágeno e elastina. A formação de tecido de 

granulação, constituído por capilares, fibroblastos, macrófagos, colágeno, 

fibronectina e ácido hialurônico, ocorre nesta fase. A secreção de altas 

concentrações de fatores de crescimento e citocinas é inicialmente efetuada 

por plaquetas e leucócitos e, posteriormente, amplificadas por macrófagos, 

induzindo o aumento do número de células específicas, a migração de 

fibroblastos e a estimulação da angiogênese e fibroplasia (síntese de 

colágeno). Os fatores de crescimento, como TGF-1, PDGF, bFGF e IGF-I, 

influenciam diretamente o processo de reparo tecidual (Singer & Clark, 1999; 

Bhanot & Alex, 2002; Sánches et al., 2012; Stessuk, 2016). 

O processo cicatricial é influenciado por fatores locais, tais como 

viabilidade do tecido, hematoma, infecção, fornecimento insuficiente de 

sangue, bem como por fatores sistêmicos e/ou mecânicos. O aporte 

sanguíneo inadequado influencia diretamente na nutrição e oxigenação do 

tecido, ocasionando isquemia tecidual, e no aumento do risco de infecção 

(Sánchez et al., 2012). 

Considerando a complexidade atribuída aos processos envolvidos no 

reparo tecidual, a compreensão e aplicação de compostos multimoleculares 
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surge como alternativa potencialmente promissora no contexto da medicina 

regenerativa, uma vez que as plaquetas constituem uma fonte natural de 

fatores de crescimento e citocinas, moléculas críticas para o reparo tecidual.  

 

1.3 Plasma rico em plaquetas (PRP) 

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) tem sido intensamente estudado, 

sobretudo nas duas últimas décadas, destacando-se como uma fonte de 

biomoléculas com importantes papéis em processos de diferenciação e 

regeneração de tecidos (Marques et al., 2015). 

O emprego do PRP tem sido apontado como uma técnica segura, não-

cirúrgica e não invasiva, fornecendo bons resultados em tratamento de lesões 

e úlceras cutâneas (Stessuk, 2016). O uso do PRP baseia-se na propriedade 

de liberação plaquetária de fatores de crescimento e citocinas que aceleram a 

reparação de danos e lesões teciduais. Atualmente, o PRP destaca-se como 

uma alternativa terapêutica promissora em medicina regenerativa. A 

biossegurança e versatilidade de preparações PRP, assim como os potenciais 

terapêuticos das plaquetas e do plasma têm estimulado diferentes laboratórios 

e grupos de pesquisadores à compreensão dos mecanismos de ação 

celulares e moleculares promovidos pelo PRP (Sánchez et al., 2012). 

Frações enriquecidas de plaquetas tornam o PRP um produto com 

grande potencial na medicina e terapia clínica, maximizando o processo de 

cicatrização de feridas, assim como, estimulando a hemostasia e 

vascularização. Estes efeitos têm, portanto, resultado na diminuição de 

possíveis complicações relacionadas à lesão (Vendramin et al., 2006; 

Marques et al., 2015; Kontopodis et al., 2015; Stessuk, 2016). 



18 

 

O PRP é definido como uma pequena fração de plasma do sangue, 

com uma concentração de plaquetas superior ao nível basal (Marx et al., 

1998; Marques et al., 2015). A obtenção ocorre a partir de “kits” comerciais, ou 

mesmo por meio de diferentes protocolos, os quais diferem em número, 

tempo e velocidade de centrifugação. Os protocolos de obtenção de PRP 

utilizam, de modo geral, uma a duas centrifugações para a separação do 

plasma e hemácias do sangue não-coagulado. As células vermelhas 

(hemácias ou eritrócitos), por terem um peso maior, depositam-se na parte 

inferior do tubo, e o plasma com as plaquetas permanece suspenso. Entre 

ambas as camadas, há uma camada fina e esbranquiçada, denominada zona 

de névoa ou “buffy coat”, que contém leucócitos e plaquetas maiores. A 

camada plasmática pode ser subdividida em três frações, de acordo com a 

concentração de plaquetas presentes: a fração pobre em plaquetas, fração 

intermediaria e a fração rica em plaquetas (Figura 1). O PRP é originado, 

portanto, a partir desta última fração (Montero et al., 2015; Marques et al., 

2015).  

 

Figura 1. Processamento da unidade de sangue total para obtenção da fração plasmática. O 

conteúdo final é dividido em três frações, de acordo com a concentração de plaquetas presentes: 

a fração pobre em plaquetas (PPP), fração intermediaria (PMP) e a fração rica em plaquetas 

(PRP). 
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A concentração de plaquetas confere ao PRP um papel importante na 

regeneração tecidual. As moléculas bioativas liberadas pelas plaquetas são 

responsáveis por regular uma série de eventos celulares, assim como ativar a 

sinalização das cascatas que implicam na cicatrização dos tecidos lesados. 

Dentre as moléculas bioativas, destacam-se os fatores de crescimentos: fator 

de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator de crescimento de 

transformação beta (TGF-b), fator de crescimento fibroblástico (FGF), fator de 

crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento semelhante à 

insulina (IGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF). Estes fatores são 

responsáveis pela migração, proliferação, diferenciação celular e 

angiogênese, justificando, portanto, a importância do uso terapêutico do PRP 

na medicina regenerativa (Bhanot & Alex, 2002; Marques et al., 2015; Montero 

et al., 2015; Pinto & Pizani, 2015) 

A aplicação do PRP na medicina regenerativa foi inicialmente realizada 

na década de 80, decorrente dos avanços do conhecimento sobre as 

moléculas bioativas presentes e liberadas pelas plaquetas, bem como os 

avanços acerca dos mecanismos de ação e efeitos regenerativos em tecidos 

lesados (Knighton et al., 1986). Em 1987, Ferrari et al. realizaram o primeiro 

estudo clínico descrito na literatura, relatando o uso de PRP autólogo como 

um elemento adjuvante benéfico na transfusão em cirurgias cardíacas (Ferrari 

et al., 1987). Contudo, a ampla utilização do PRP em diferentes 

procedimentos cirúrgicos, como cirurgias maxilofaciais, ortopédicas e 

odontológicas, iniciou-se somente na década de 90 (Anitua, 1999). 

Marx et al., em 1998, mostraram que o plasma concentrado em 

plaquetas constitui uma fonte de fatores autólogos de crescimento, 
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possibilitando o aumento na formação de ossos em 44 pacientes que 

receberam enxertos ósseos autólogos (Marx et al., 1998). Em 1999, Anitua 

realizou a descrição de um método clínico de obtenção de PRP para 

aplicação em implantes, estimulando o desenvolvimento de diversas técnicas 

e aplicações (Anitua, 1999).  

Desde o trabalho pioneiro de Ferrari et al. (1987) houve grande avanço 

nos aspectos metodológicos do PRP e, paralelamente, multiplicaram-se os 

trabalhos relativos às aplicações clínicas do PRP na medicina humana, 

veterinária e odontologia, destacando-se resultados expressivos em lesões de 

cartilagens, ossos, tendões e músculos, bem como cirurgias plásticas e 

reconstrutivas (Marques et al., 2015). 

Os resultados obtidos nas ultimas três décadas apontam, no entanto, 

para a necessidade de mais investigações quanto à análise e propriedades 

biológicas do PRP, uma vez que ainda não são completamente conhecidos os 

fatores plaquetários liberados no processo e seus mecanismos de ação. Além 

desses aspectos, diferentes laboratórios têm reportado variações nas 

propriedades bioquímicas e físico-químicas do PRP. Dessa forma, há 

necessidade de se estabelecer parâmetros metodológicos para otimização e 

uniformidade de resultados quanto à obtenção do PRP. A padronização 

metodológica deverá implicar também em avanços significativos na eficácia e 

reprodutibilidade de resultados clínicos, assim como, a curto e médio prazo, 

na incorporação do PRP como uma prática clínica rotineira em medicina 

humana e veterinária.  
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1.4 Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo 

As células estromais mesenquimais multipotentes ou células-tronco 

mesenquimais (CTM) têm sido consideradas como uma alternativa terapêutica 

potencialmente promissora. As CTM constituem uma subpopulação de células 

estromais multipotentes, com formato alongado fibroblastóide, com 

capacidade de diferenciação em linhagens adipogênica, condrogênica e 

osteogênica (Amorin et al., 2012; Shi et al., 2012). 

Segundo a proposição da Sociedade Internacional de Terapia Celular 

(International Society for Cellular Therapy – ISCT), há três critérios mínimos 

para definir uma célula-tronco mesenquimal multipotente: 1) aderência à 

superfície plástica; 2) presença (≥ 95%) de marcadores de superfície CD105, 

CD73 e CD90 e ausência (≤ 2%) dos CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a 

ou CD19 e HLA classe II e 3) potencial de diferenciação em adipócitos, 

osteócitos e condócitos sob determinadas condições in vitro (Dominici et al., 

2006). 

O interesse nas CTM está, sobretudo, vinculado à facilidade de 

obtenção e proliferação in vitro, além do potencial de diferenciação, 

possibilidade de enxerto e nos efeitos imunossupressores (Bydlowski et al., 

2009). Além disso, as CTM apresentam baixa expressão de antígenos de 

histocompatibilidade leucocitário humano (HLA) tipo I e não expressam HLA-

tipo II (Shi et al., 2011), possibilitando transplantes alogênicos.  

As CTM podem ser isoladas a partir de várias fontes de tecidos, como 

medula óssea, cordão umbilical, polpa dentária, placenta, músculo, tecido 

adiposo, pele, líquido amniótico (Amorin et al., 2012; Baer & Geiger, 2012;  Al-
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Nbaheen et al., 2013; Kim et al., 2014; Liu et al., 2015; Du et al., 2016). 

Embora a medula óssea (MO) e o tecido adiposo (TA) tenham sido as mais 

amplas fontes de células-tronco mesenquimais (CTM), o sucesso de 

isolamento a partir do tecido adiposo é superior ao da medula óssea, com 

rendimento 40 vezes maior (Zuttion et al., 2013). 

A utilização de tecido adiposo para obtenção de CTM tem, portanto, 

aumentado consideravelmente nos últimos anos (Bourin et al., 2013; Suzuki et 

al. 2015; Frese, Dijkman, Hoerstrup, 2016; Kaviani & Jalilli, 2016). Uma das 

diversas vantagens está relacionada à abundância de tecido que pode ser 

extraído desta fonte a partir de cirurgias eletivas, como abdominoplastias e 

lipoaspiração, métodos pouco invasivos e com baixo índice de 

morbimortalidade (Bourin et al., 2013; Frese, Dijkman, Hoerstrup, 2016). 

Outra vantagem relacionada ao uso de CTM do tecido adiposo é a 

capacidade imunomodulatória. Tem sido proposto que o mecanismo de ação 

das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CT-TAs) na regeneração 

tecidual seja decorrente da liberação de citocinas e fatores de crescimento 

que apresentam propriedades anti-inflamatórias, anti-apoptóticas e que 

estimulam a angiogênese (Uccelli et al., 2008; Silva-Meirelles et al., 2009; 

Mizuno et al., 2012).  

A associação das CT-TAs com biomateriais pode otimizar o processo 

regenerativo. Vários estudos têm apontado que a interação de CT-TAs com 

PRP aumenta o potencial regenerativo, estimulando a angiogênese e o 

recrutamento de células para o local da lesão. A reepitelização é, portanto, 

atribuída às características imunomodulatórias e plasticidade das CT-TAs, e a 

liberação de fatores de crescimento do PRP (Blanton et al., 2009; Argôlo Neto 
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et al., 2012; Zhu et al., 2013; Pinto & Pazini; 2015; Stessuk, 2016). 

Estudos recentes mostraram resultados promissores no reparo de 

úlceras cutâneas após tratamento com a associação de CT-TAs e gel de PRP 

(Stessuk, 2016). No entanto, há poucos relatos na literatura acerca da 

interação das CT-TAs em gel de PRP, assim como das propriedades físico-

químicas deste gel associado ou não a células. Outro aspecto pouco estudado 

refere-se à análise da viabilidade da CT-TAs após a interação com o gel de 

PRP. 

Está bem estabelecido que o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) 

apresenta alta concentração de fatores de crescimento e diferenciação, que 

podem ser liberados após ativação plaquetária por diferentes processos e 

agentes químicos (Marques et al., 2015). Está, também, bem estabelecido 

que as células-tronco do tecido adiposo (CT-TAs) podem liberar uma série de 

citocinas e fatores de crescimento (Silva-Meireles et al., 2009). Pode-se, por 

conseguinte, supor que a associação de CT-TAs com PRP na forma de gel 

pode resultar em um efeito aditivo ou mesmo sinérgico dos processos 

regenerativos teciduais, mediados por citocinas e fatores de crescimento 

liberados pela ativação plaquetária e pelas CT-TAs inseridas no gel de PRP. 

Partindo-se desse pressuposto, seria, portanto, importante avançar no 

conhecimento sobre os aspectos físico-químicos e morfológicos do gel de 

PRP, bem como na interação e no comportamento das CT-TAs quando 

associadas ao PRP na forma de gel. O avanço no conhecimento destes 

aspectos pode resultar em aplicações práticas em processos de regeneração 

tecidual, particularmente em lesões cutâneas de difícil cicatrização. 
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Em função desses aspectos, analisamos diferentes parâmetros 

relativos a aspectos morfológicos e moleculares do gel de PRP isoladamente 

ou em associação com CT-TAs, empregando diferentes metodologias de 

análise, tais como, técnicas de microscopia eletrônica de varredura e 

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier. Ainda, foi 

avaliado a possibilidade de recuperação e viabilidade das CT-TAs de 

pacientes humanos após associação ao gel de PRP. 
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 OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 Analisar as propriedades físico-químicas do gel de PRP e da 

associação gel de PRP com CT-TAs (PRP/CT-TAs), bem como verificar a 

viabilidade das células após associação ao gel de PRP. 

2.2. Objetivos Específicos 

 • Analisar a estrutura morfológica do gel de PRP associado ou não 

a células-tronco mesenquimais do tecido adiposo humano (CT-TAs) 

empregando a microscopia eletrônica de verredura (MEV); 

• Analisar a proliferação e viabilidade das CT-TAs após 

associação ao gel de PRP; 

• Avaliar a estrutura molecular do gel de PRP por meio da técnica 

de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); 
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Resumo 

O plasma rico em plaquetas (PRP) destaca-se como uma fonte de 

biomoléculas com importante papel no processo de regeneração tecidual. 

Quando em associação a células-tronco mesenquimais derivadas de tecido 

adiposo humano (CT-TAs), o PRP pode atuar como um arcabouço, 

aumentando a adesão e proliferação celular, além de estimular a angiogênese 

e o recrutamento de células para o local da lesão. O objetivo deste trabalho foi 

analisar os aspectos físico-químicos e morfológicos do gel de PRP, bem como 

a interação e o comportamento das CT-TAs quando associadas ao gel de 

PRP. As análises foram realizadas por meio da técnica de espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). Também foi avaliada a viabilidade e proliferação das CT-

TAs após associação ao gel de PRP. Os resultados mostraram que o gel de 

PRP mantém suas propriedades físico-químicas e morfológicas, assim como 

as células após a associação ao gel de PRP, permanecendo viáveis. 

Adicionalmente a estes resultados, observou-se que o gel de PRP pode 

proporcionar um ambiente favorável às células, permitindo migração e 

proliferação celular. Neste contexto, é possível concluir que o gel de PRP 

pode ser usado como um potencial arcabouço, mantendo as células viáveis 

quando encapsuladas, preservando os aspectos físico-químicos das CT-TAs e 

do PRP quando em associação. Os resultados também permitem propor que 

gel de PRP pode exercer efeitos positivos sob as CT-TAs, estimulando a 

proliferação e a viabilidade celular. 

Palavras-chave: Engenharia tecidual, plasma rico em plaquetas (PRP), 

células-tronco mesenquimais (CTM), tecido adiposo, MEV, FTIR. 
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Introdução  

A Medicina Regenerativa abrange uma ampla gama de abordagens 

terapêuticas, dentre as quais destaca-se a terapia celular, que tem como um 

dos seus principais focos a aplicação de células humanas para a reparação 

de tecidos ou órgãos que sofreram disfunções causadas por lesões 

traumáticas ou patologias crônico-degenerativas [1-2]. 

Apesar de ser um dos principais objetivos da Medicina Regenerativa, a 

substituição de células e tecidos está entre os grandes desafios encontrados. 

A substituição de células e/ou tecidos ocorre a partir de uma melhora na 

capacidade das células endógenas em reparar o tecido danificado ou na 

utilização de células exógenas em substituir as células danificadas [3]. Muitos 

materiais, sintéticos ou biológicos, são utilizados a fim reparar tecidos e 

restaurar funções comprometidas, denominados biomateriais, Os 

biomateriais entram em contato com os sistemas biológicos do hospedeiro 

para a recuperação funcional de tecidos e órgãos lesados [4]. 

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) tem sido bastante estudado, 

destacando-se como uma fonte de biomoléculas com importantes papéis em 

processos de diferenciação e regeneração de tecidos [5]. 

A concentração de plaquetas confere ao PRP um papel importante na 

regeneração tecidual. As moléculas bioativas liberadas pelas plaquetas são 

responsáveis por regular uma série de eventos celulares. Dentre as 

moléculas bioativas presentes no PRP destacam-se fatores de crescimentos 

responsáveis pela proliferação, migração, diferenciação celular e 

angiogênese, justificando, assim, a importância do uso terapêutico do PRP 

na Medicina Regenerativa [5-8]. 
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Neste contexto, o emprego de gel de PRP como biomaterial, em 

associação com células, tem sido uma alternativa promissora, visto que se 

trata de um produto autólogo, capaz de promover a regeneração e/ou o 

estabelecimento da função normal de órgãos e tecidos devido a ação dos 

fatores de crescimento plaquetários em processos regenerativos e de 

diferenciação celular [5, 9-11]. 

As células-tronco mesenquimais (CTM) têm sido consideradas como 

uma alternativa terapêutica potencialmente promissora. As CTM constituem 

uma subpopulação de células estromais multipotentes, com formato 

fibroblastóide alongado, e são capazes de se diferenciar em três diferentes 

linhagens (adipogênica, condrogênica e osteogênica) [12,13]. 

O interesse nas CTM está na facilidade de obtenção e proliferação in 

vitro [14]. Além disso, apresentam baixa expressão de antígenos de 

histocompatibilidade leucocitário humano (HLA) tipo I e não expressam HLA-

tipo II [15], possibilitando transplantes alogênicos.  

As CTM podem ser isoladas a partir de várias fontes biológicas [12, 

16-20], porém, a sua obtenção a partir do tecido adiposo tem aumentado 

consideravelmente nos últimos anos, tornando-se a principal fonte da 

medicina regenerativa baseada em células [21-24]. Uma das diversas 

vantagens está relacionada à abundância de tecido que pode ser extraído 

desta fonte a partir de cirurgias eletivas, como abdominoplastias e 

lipoaspiração, métodos pouco invasivos e com baixo índice de 

morbimortalidade [21,23]. 

A associação das células-tronco de tecido adiposo (CT-TAs) com 

biomateriais pode otimizar o processo regenerativo [24]. Contudo, a interação 
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do biomaterial com o organismo tem sido um desafio para a Medicina 

Regenerativa, uma vez que torna-se necessário o conhecimento da resposta 

do organismo frente à presença do material.  

Um biomaterial ideal tem como requisito causar reações mínimas no 

organismo do hospedeiro ao substituir o tecido danificado, além de fornecer 

suporte mecânico. Portanto, para utilização clínica, espera-se que os 

biomateriais sejam biodegradáveis, hipoalérgicos ou baixa toxicidade e com 

alta capacidade de absorção e/ou incorporação pelo organismo [3, 25]. 

Vários estudos têm apontado que a interação de CT-TAs com PRP 

aumentam o potencial regenerativo, estimulando a angiogênese e o 

recrutamento de células para o local da lesão. A reepitelização é, portanto, 

atribuída as características imunomodulatórias e plasticidade das CT-TAs, e 

a liberação de fatores de crescimento do PRP [8, 26-28]. Pesquisas recentes 

mostraram resultados promissores no reparo de úlceras cutâneas após 

tratamento com a associação de CT-TAs e gel de PRP [29]. 

Partindo desse pressuposto, torna-se necessário conhecer os 

aspectos físico-químicos do gel de plaquetas, bem como a interação e o 

comportamento das CT-TAs quando associadas ao PRP na forma de gel. 

Um melhor entendimento a cerca desses aspectos pode resultar em 

aplicações práticas em processos de regeneração tecidual, particularmente 

em lesões cutâneas de difícil cicatrização. 

Deste modo, diferentes parâmetros relativos a aspectos morfológicos, 

moleculares do gel de PRP isolado ou em associação com CT-TAs foram 

analisados neste trabalho, empregando-se a microscopia eletrônica de 

varredura e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier. 
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Além disso, buscou avaliar a recuperação e viabilidade das células-tronco do 

tecido adiposo de pacientes humanos após associação ao gel de PRP. 
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Métodos 
 

Padronização metodológica para obtenção do PRP 

 Foram avaliados nove protocolos disponíveis na literatura científica, 

com diferentes forças e tempos de centrifugação, sendo todos com duas 

etapas de centrifugação [30-38]. Apenas três protocolos foram selecionados 

para serem testados, levando-se em consideração o menor tempo de 

centrifugação, assim como a menor força centrifuga empregada [30, 33, 34], 

conforme apresentado na Tabela 1. As plaquetas e os leucócitos foram 

determinados com o contador de células Sysmex-Roche KX-21N (Sysmex-

Roch, USA). 

 Para a realização dos três diferentes protocolos foi utilizado o sangue 

total (40 mL) de doadores voluntários (n=3). O sangue coletado de cada um 

dos doadores foi fracionado em tubos de ensaio de vidro para a realização 

dos protocolos.  

 

Obtenção e formação do gel PRP 

 O sangue venoso periférico foi obtido de doadores voluntários sadios, 

do sexo masculino (com idade entre 26-28 anos), a partir de venóclise do 

antebraço. O sangue foi coletado em tubos contendo anticoagulante citrato de 

sódio a 3,2% (4,5 mL) (BD, New Jersey, USA).  

 O gel de PRP foi obtido a partir de centrifugações das amostras, 

seguindo o protocolo proposto por Landesberg et al. (2000) [30], selecionado 

a partir da padronização metodológica realizada inicialmente. O protocolo de 

Landesberg et al. (2000) apresentou uma centrifugação inicial de 200 g, por 
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10 minutos, para a separação do plasma. Posteriormente, a fração de plasma 

sobrenadante foi coletada e transferida para tudo de ensaio de vidro. O 

plasma foi centrifugado, novamente, a 200 g, por 10 minutos, para a 

concentração plaquetária. Após a segunda centrifugação, a fração líquida 

equivalente a 2/3 superior do volume contida no tubo foi descartada (Figura 

1), sendo o 1/3 inferior do volume definido como a fração correspondente ao 

PRP. 

 Antes da ativação, o PRP foi previamente adicionado em placa de 

cultura (BD, New Jersey, USA) para que os géis obtidos apresentassem 

dimensões padronizadas para cada análise. Subsequentemente, adicionou-se 

a solução de gluconato de cálcio (10%), na proporção de 100 µL para 500 µL 

de PRP. A placa foi acondicionada na estufa de CO2 5%, a 37°C, por 5-10 

minutos até que se completasse a gelificação do PRP. 

 

Obtenção, isolamento e expansão das células-tronco 

mesenquimais de tecido adiposo 

 O tecido adiposo humano foi obtido de indivíduo saudável (n=1) do 

sexo feminino, com 26 anos de idade, que se submeteu ao procedimento de 

dermolipectomia abdominal, realizado na clínica de cirurgia plástica Fontana 

Dela Gioventú, localizada na cidade Assis – SP, devidamente autorizada para 

a realização do procedimento. Anterior à coleta do material, a paciente teve 

ciência do Termo de Consentimento Livre Esclarecido. 

 O tecido adiposo foi mantido em solução salina tamponada – PBS 

(PBS, LGC Biotecnologia, BRA) suplementada com 2% de antibiótico – 

antimicótico (Gibco, New York, USA), em temperatura ambiente, durante um 
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período de 2 horas para a desinfecção. Posteriormente, o tecido foi dissociado 

enzimaticamente com colagenase tipo I (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) 

0,075%, conforme o protocolo proposto por Zuk et al. (2001) [39], com 

pequenas modificações. O material obtido foi filtrado em malha de 70 µm (Cell 

Strainer – BD, New Jersey, USA) para separação dos restos celulares. A 

suspensão celular resultante foi centrifugada durante 15 minutos a 400 g e o 

pellet foi ressuspendido e uma alíquota de 10 µL foi retirada para contagem e 

determinação da viabilidade (azul de Trypan). As células foram semeadas em 

frascos de cultura celular (BD, New Jersey, USA) a uma concentração de 1 x 

105 células/cm2, em meio de cultura Alpha MEM, suplementado com 1% de 

antibiótico-antimicótico e 10% de SFB (Gibco, New York, USA). 

Posteriormente, as células foram incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2. 

 

Análise de proliferação celular  
 

 As células foram semeadas em triplicata, a uma densidade de 1x10
2 

células/poço, na placa de cultura de 96 poços (BD, New Jersey, USA) com 

meio Alpha MEM suplementado com 10% de SBF e 1% de antibiótico- 

antimicótico. A análise de proliferação foi realizada a partir do ensaio de MTT 

{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} (Thermo Fisher 

Scientific, Eugene, USA), que permite mensurar a atividade metabólica por 

conversão do composto salino MTT em cristais de formazan, o que é 

proporcional ao número de células viáveis, refletindo, respectivamente em 

proliferação e viabilidade celular [40]. Os ensaios foram iniciados após 24h de 

incubação e realizados conforme instruções do fabricante. A cada dia, três 

poços foram submetidos à leitura de absorbância. Esse procedimento foi 
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repetido durante 10 dias consecutivos, possibilitando a construção da curva 

de viabilidade celular.  

 

Caracterização das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo 
humano 
 

Citometria de fluxo 

 Foram realizados ensaios com o objetivo de caracterizar fenotipicamente 

as subpopulações celulares presentes na cultura das CT-TAs. As células foram 

analisadas por citometria de fluxo (FACS Calibur-Becton Dickinson, Nova 

Jersey, EUA) usando os anticorpos contra os marcadores de superfície CD73 

(561254), CD90 (555595) e CD105 (561443), CD34 (555822), CD45 (555483) 

e o antígeno leucocitário humano (HLA)-DR (347364) (Becton Dickinson 

Pharmigen, Nova Jersey, EUA). As células foram incubadas com os anticorpos 

monoclonais seguindo recomendação do protocolo do fabricante. Foram 

analisados 10.000 eventos para cada amostra  

 

Diferenciação adipogênica 

 Para induzir a diferenciação adipogênica, as CT-TAs foram semeadas, a 

uma concentração de 3,85x104 células/poço, em placa para cultura celular com 

12 poços. As células foram cultivadas durante sete dias na presença do meio 

de indução de diferenciação osteogênica (StemPro® Adipogenesis 

Differentiation Kit, Gibco, USA), segundo a metodologia proposta pelo 

fabricante. A diferenciação adipogênica foi confirmada pela análise da 

coloração com Oil Red O. 
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Diferenciação condrogênica 

 Para induzir a diferenciação condrogênica, as CT-TAs foram semeadas 

em três gotas com concentração individual de 1,6 x 107 células/mL em placa de 

cultura celular com 12 poços. As células foram cultivadas durante 14 dias em 

presença do meio de indução de diferenciação condrogênica (StemPro® 

Chondrogenesis Differentiation Kit, Gibco, USA), segundo a metodologia 

proposta pelo fabricante. A diferenciação condrogênica foi confirmada pela 

análise da coloração com Alcian Blue. 

 

Diferenciação osteogênica 

 Para induzir a diferenciação osteogênica, as CT-TAs foram semeadas, a 

uma concentração de 1,83x104 células/poço, em placa de cultura celular com 

12 poços e mantidas em meio Alpha MEM suplementado com 1% de antibiótico 

– antimicótico e 10% de SBF por aproximadamente quatro dias. Após este 

período, as células foram cultivadas durante 21 dias na presença do meio de 

indução de diferenciação osteogênica (StemPro® Osteogenesis Differentiation 

Kit, Gibco, USA), segundo a metodologia proposta pelo fabricante. A 

diferenciação condrogênica foi confirmada pela análise da coloração com 

Alizarin Red S. 

 

Análises físico-química e morfológica do gel de PRP e da 

associação do gel de PRP com CT-TAs 

 

 

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

 A estrutura e composição dos grupos funcionais presentes no gel de 

PRP foram analisados empregando-se a técnica de espectroscopia no 
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infravermelho com transformada de Fourier – FTIR (Bruker Optics, Inc., Bruker 

Tensor 27, Billerica, MA, EUA), conforme a metodologia previamente 

empregada por Kwok et al. (2005) [41] e Lu et al. (2016) [42].  

 O PRP foi obtido a partir do sangue total (20 mL) de cada doador 

voluntário (n=2). Para o preparo de cada gel foi utilizado o volume de 500 µL 

de PRP. Contudo, para formação do gel de PRP/CT-TAs foi utilizada a 

concentração de 2x105 células/500 µL de PRP. Após o preparo do PRP e do 

PRP/CT-TA, as amostras foram adicionadas na placa de cultura de 24 poços 

e 100 µL de gluconato de cálcio (10%) foram acrescentados por poço para 

gelificação. As amostras foram armazenadas na estufa de CO2 5%, a 37°C, 

por 10 minutos. 

 Os géis de PRP e PRP/CT-TAs, em duplicatas, foram colocados no 

dessecador de vidro a vácuo para a evaporação do soro liberado antes da 

realização das medidas. Os espectros das amostras foram coletados na faixa 

espectral de 400-4000 cm-1. As medidas foram obtidas com 128 scans e 

resolução espectral de 4 cm-1 [43-46]. 

 Em paralelo, a técnica de FTIR também foi realizada com pellet de CT-

TAs, com a concentração de 1 x 107 células. Esta análise foi realizada a fim de 

obter o controle do espectro das CT-TAs após a associação ao gel de PRP. 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 As características da microestrutura dos géis de PRP com e sem 

associação de CT-TAs foram analisadas por meio da técnica de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV).  

 O PRP foi obtido a partir do sangue total (20 mL) de um doador 
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voluntário (n=1). Para o preparo do gel foi utilizado o volume de 500 µL de 

PRP. A amostra de gel PRP/CT-TA foi preparada a partir associação na 

concentração de 2x105 células/500 µL de PRP. Após a obtenção do PRP e do 

PRP/CT-TA, as amostras foram adicionadas na placa de cultura de 24 poços 

e 100 µL de gluconato de cálcio (10%) foram acrescentados por poço para 

gelificação. As amostras foram incubadas na estufa de CO2 5%, a 37°C, por 

10 minutos. 

 Os géis de PRP e PRP/CT-TAs, em duplicatas, foram fixados com 

2,5% de glutaraldeído (Sigma-Aldrich, USA) em PBS, pH 7,4, por 2 horas. 

Posteriormente, os géis permaneceram em solução tampão de cacodilato de 

sódio 0,1M (Electron microscopy sciences, USA) overnight. As amostras 

foram colocadas em tetróxido de ósmio 1% (Electron microscopy sciences, 

USA) por 2 horas, a 4ºC, e desidratadas em uma série crescente de etanol 

(30%, 50%, 70%, 90%) por 10 minutos, com desidratação final em etanol 

absoluto por 20 minutos, três vezes. Após a desidratação, as amostras foram 

levadas para a secagem a ponto crítico no aparelho Baltec MED 020 (Baltec, 

Balzers, Liechtenstein). As amostras foram depositadas em ións de ouro e 

analisadas no microscópio eletrônico de varredura (Jeol JSM -6610 LV, 

Tokyo, Japão). 

Análise de citotoxicidade das CT-TAs durante a associação ao gel 
de PRP 

 
 Com o objetivo de analisar a viabilidade das CT-TAs e das plaquetas 

durante a associação ao gel de PRP foi realizada a análise de citotoxicidade 

celular.  

 O PRP foi obtido a partir do sangue total (10 mL) de cada doador 

voluntário (n=2). Para o preparo do gel foi utilizado o volume de 250 µL de 
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PRP. Contudo, para a associação PRP/CT-TA foi utilizada a concentração de 

1x105 células/250 µL de PRP (com adição de 50 µL de gluconato de cálcio a 

10%).  

 Para a marcação de cada amostra (PRP e PRP/CT-TAs) foi adicionados 

20 µL de corante FluoroQuench™ Staining/Quenching Reagent (Thermo 

Fisher, Hannover, Germany) e, posteriormente a homogeneização, foi 

adicionado o gluconato de cálcio para a formação do gel. As lâminas foram 

preparadas e analisadas no microscópio de fluorescência Carl Zeiss Axion 

Scope A1, Cam ICc3 (Zeiss, Germany). 

 

 Análise de proliferação e viabilidade das CT-TAs após associação 
ao gel de PRP 
 

 O pellet formado a partir da centrifugação das CT-TAs foi ressuspendido 

com o PRP e, posteriormente, adicionado em poços da placa de 12 poços. 

Cada poço apresentou a concentração de 1 x 105 células/250 µL de PRP 

(ativado com 50 µL de gluconato de cálcio 10%). As análises foram realizadas 

a cada 24 horas, durante quatro dias. A cada 24 horas o gel de PRP do poço a 

ser analisado foi descartado e o meio de cultura foi adicionado no poço. 

 A análise de proliferação e viabilidade celular foi realizada pelo ensaio 

de MTT. Após a migração celular nos respectivos tempos, as células foram 

semeadas na placa de cultura de 96 poços e incubadas por 24 horas. O 

ensaio foi realizado de acordo com o protocolo proposto pelo fabricante, e a 

absorbância foi medida no comprimento de onda de 560 nm em 

espectrofotômetro (Multiskan FC Versão 1.0079 – Thermo Fisher Scientific). 

 As CT-TAs que migraram do gel de PRP também foram analisadas 

quanto à capacidade de diferenciação nas três diferentes linhagens: 
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adipogênica, condrogênica e osteogênica, seguindo a metodologia descrita 

anteriormente. 

 

 Análise Estatística 
 

 Os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão da 

média. Para verificar a normalidade das variâncias foi realizado o teste de 

Shapiro-Wilk. Na verificação das diferenças significativas dos testes com mais 

de dois grupos foi utilizado a Análise de Variância (ANOVA – one way) seguida 

de teste Tukey para dados paramétricos e teste de Kruska-Wallis seguido de 

teste de Dunn para dados não paramétricos. A significância estatística foi 

considerada quando p<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o 

software GraphPad Prism for Windows versão 5.0. 

 

Aspectos éticos 
 

 O trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Faculdade de Ciências e Letras de Assis – UNESP – Campus de Assis (Assis, 

São Paulo, Brasil), bem como foi registrado na Plataforma Brasil sob o parecer 

de número 1.863.603. 
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Resultados 
 

 Padronização da metodologia para obtenção do gel de PRP 

Para padronizar a metodologia de obtenção do gel de PRP foram 

testados três diferentes protocolos: Landesberg et al. (2000), Abegão et al. 

(2015) e Giraldo et al. (2015) (Tabela 1).  

Após a primeira centrifugação foi possível observar a separação do 

plasma e das hemácias, assim como a formação de uma zona de névoa (buffy 

coat). Notou-se que quanto maior a força centrífuga (g) empregada, maior a 

quantidade de plasma obtido após a primeira centrifugação (Figura 2). O 

maior volume de plasma foi obtido a partir dos protocolos de Landesberg et al. 

(2000) [30] e Abegão et al. (2015) [34] (Figura 3A).  

A média (n=3) da concentração plaquetária após a segunda 

centrifugação foi de 797,667x10³/µL (protocolo I), 904,000x10³/µL (protocolo 

II) e 803,000x10³/µL (protocolo III), conforme a Tabela 2. 

O PRP de cada uma das amostras foi ativado com gluconato de cálcio. 

O gel de PRP formado a partir do protocolo de Abegão et al. (2015) [34] 

apresentou menor densidade e resistência quando comparado aos demais 

protocolos. Seguindo o protocolo de Landesberg et al. (2000) [30], o gel de 

PRP obtido apresentou um aspecto mais maleável, resistente e espesso. Já, 

com protocolo de Giraldo et al. (2015) [33], apesar de ter sido obtido um 

volume menor de PRP, o gel formado também apresentou um aspecto mais 

resistente (Figura 3B).  

Portanto, o protocolo utilizado para obtenção do gel de PRP para o 

desenvolvimento das análises foi o de Landesberg et al. (2000), com maior 

concentração plaquetária em relação aos demais protocolos testados. O gel 
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de PRP obtido a partir do protocolo proposto por Landesberg et al. [30]. 

apresentou características necessárias para a realização dos ensaios. 

 

Obtenção, isolamento e expansão das células-tronco 
mesenquimais de tecido adiposo 
 

 As células isoladas por digestão enzimática foram semeadas em frascos 

de cultura, a uma concentração inicial de 1 x 105 células/cm2 . Após quatro 

horas de semeadura foi possível verificar adesão das células à superfície de 

contato. Sucessivas lavagens com PBS foram necessárias para que hemácias 

fossem retiradas. Após três dias de incubação, foi possível notar a formação de 

colônias, assim como células com aspecto fibroblastóide, conforme 

apresentado na Figura 4. 

 Desde modo, a confluência de 80-90% em relação à área do frasco de 

cultura foi atingida no 8º dia de cultura (Figura 4). A cultura celular foi 

submetida ao tratamento com tripsina. Ao longo dos repiques, a morfologia 

fibroblastóide das células tornou-se mais evidente, assim como houve uma 

maior proliferação celular. As culturas foram mantidas até a terceira 

passagem.  

 

Análise de proliferação celular  
 

 As CT-TAs mantiveram a viabilidade e o potencial de proliferação 

durante o cultivo, conforme ilustrado na Figura 5. O ensaio com MTT revelou 

um crescimento lento (fase lag) nos primeiros cinco dias de cultivo, o que 

representa o período de adaptação metabólica das células após a semeadura. 

Após o sexto dia, as células apresentaram uma fase de crescimento 
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exponencial (fase log), que se mantém até o 10º dia de cultivo. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas do primeiro ao sexto dia, 

bem como do sexto ao sétimo dia, e entre o oitavo e nono dia.  

 

Caracterização das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo 

humano 

 As CT-TAs apresentaram os três critérios mínimos para definir célula-

tronco mesenquimal multipotente: as células foram aderentes ao plástico, 

apresentando morfologia alongada fibroblatóide in vitro; apresentaram os 

marcadores de superfície e potencial de diferenciação em concordância com o 

estabelecido na literatura. 

 A análise de citometria de fluxo confirmou a caracterização da 

população celular composta por células mesenquimais, apresentando 

marcadores de superfície positivos para CD 73 (97.53%), CD 90 (99.84%) e 

CD 105 (96.91%) e negativos para CD 34 (0.68%), CD 45 (2.48%) e HLA 

classe II (1.30%), conforme a Figura 6. 

 As CT-TAs apresentaram potencial de diferenciação em adipócitos 

(após 12 dias), osteócitos (15 dias) e condrócitos (21 dias). A presença de 

vacúolos lipídicos citoplasmáticos confirma a diferenciação na linhagem 

adipogênica. A diferenciação condrogênica é confirmada pela presença de 

mucopolissacarídeos característicos de condrócitos e a diferenciação 

osteogênica pelos acúmulos de cálcio e matriz óssea sintetizada pelos 

osteoblastos (Figura 7). 
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Análise físico-química e morfológica do gel de PRP e da associação 

do gel de PRP com CT-TAs 

 

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

 Os resultados obtidos pela análise de FTIR não apresentaram diferenças 

físico-químicas significativas entre a amostra de gel de PRP isolado ou em 

associação com CT-TAs, em acordo com o gráfico apresentado na Figura 8. O 

espectro do gel de PRP e do gel PRP/CT-TAs apresentaram estiramento de O-

H com picos em 3286 cm-1. O grupo de amida I apresentou picos nos espectros 

dos géis de PRP e PRP/CT-TAs em 1637 cm-1 e 1638 cm-1, respectivamente. 

Já o grupo de amida II apresentou picos em 1543 cm-1 em ambos os géis. As 

deformações angulares de CH2 e CH3 apresentam picos, nos géis de PRP e 

PRP/CT-TAs, em 1456 e 1397 cm-1. O estiramento C-O foi atribuído com picos 

em 1081 cm-1 e 1079 cm-1, no gel de PRP e PRP/CT-TAs, respectivamente. 

 O pellet de CT-TAs exibiu uma combinação de bandas semelhantes as 

do gel de PRP, principalmente às atribuições referentes à amida I e II. No 

espectro do pellet de CT-TAs, a amida I e II apresentaram picos em 1642 e 

1548 cm-1, respectivamente. Já no espectro referente ao gel de PRP/CT-TA, as 

amidas I e II apresentaram picos em 1637 e 1543 cm-1, respectivamente.  

 

Análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 A análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV), utilizada para 

caracterizar morfologicamente os géis de PRP e PRP/CT-TAs, revelou a 

presença de uma estrutura porosa com fibras de espessura homogênea ao 

longo do seu comprimento e disposição multidirecional em ambos os géis. As 

plaquetas, distribuídas entre as fibras e/ou aderidas a elas, apresentaram 

aspecto morfológico esférico, caracterizando o estado de ativação plaquetária 
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(Figura 9). 

 Ao analisar o gel de PRP/CT-TAs foi possível verificar a presença de 

células dentro do gel, distribuídas entre as fibras. As plaquetas presentes no 

gel de PRP/CT-TAs, além de apresentarem-se distribuídas entre as fibras, 

também se revelaram sob as CT-TAs, conforme observado na Figura 9.  

 

Análise de fluorescência das CT-TAs durante a associação ao gel 
de PRP 
 

 O gel de PRP/CT-TAs foi analisado quanto à viabilidade das CT-TAs e 

das plaquetas durante a associação. Os resultados revelaram que as células-

tronco mesenquimais quando associadas ao gel de PRP mantêm-se viáveis e 

distribuídas aleatoriamente dentro do arcabouço (Figura 10A), podendo 

apresentar aglomerados em algumas regiões do gel. As plaquetas, por sua 

vez, aparecem na totalidade da área do gel de PRP e permanecem viáveis 

durante a associação com CT-TAs (Figura 10B).  

 

Análise de proliferação e viabilidade das CT-TAs após associação 
ao gel de PRP  

 

 Durante a cultura in vitro do gel de PRP/CT-TA foi possível observar que 

a atividade proliferativa das células encapsuladas no gel de PRP aumentou 

após o primeiro dia (Figura 11 A, B). Notou-se também que algumas células 

contidas no gel de PRP migraram para a placa de cultura, aderindo-se ao 

plástico. Após a migração, as células proliferaram-se na placa de cultura, 

apresentando um aumento no número de células após o segundo dia de 

incubação do gel de PRP/CT-TAs. As células que migraram no terceiro e 
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quarto dia apresentaram aspecto fibroblastóide característico de células-tronco 

mesenquimais (Figuras 11C, D). 

 A partir do ensaio de proliferação celular por MTT, foi possível verificar 

que a CT-TAs que migraram do gel de PRP permaneceram viáveis, 

apresentando atividade proliferativa ao longo dos quatro dias. Notou-se rápido 

crescimento celular após o terceiro dia de incubação do gel de PRP/CT-TAs 

(Figura 12). 

 Ao analisar a capacidade de diferenciação nas linhagens adipogênica, 

condrogênica e osteogênica, evidenciou-se que CT-TAs que migraram do gel e 

se proliferaram ainda apresentam potencial de diferenciação nas três 

linhagens, conforme a Figura 13. 
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Discussão  

 O PRP tem despertado amplo interesse no que concerne ao grande 

potencial de aplicabilidade deste biomaterial em Medicina Regenerativa para 

reparo e/ou regeneração de lesões teciduais decorrentes de patologias 

agudas (traumas) e degenerativas.   

 De uma forma geral, encontra-se na literatura científica diferentes 

metodologias para a obtenção do PRP, com variações na concentração de 

plaquetas, tempos e aplicações de diferentes forças de centrifugação.  Em 

decorrência de tanta variabilidade metodológica, a realização de uma análise 

comparativa dos diferentes resultados experimentais em modelos animais e 

protocolos clínicos em pacientes humanos têm sido dificultados [5, 31, 47]. 

 Atualmente, a quantidade de plasma e plaquetas obtidos no final do 

processo é o principal requisito para definir a qualidade e o potencial 

terapêutico do PRP [37]. Contudo, ainda não há um consenso em relação ao 

número ideal de plaquetas que o plasma deve apresentar, uma vez que a 

concentração plaquetária varia de acordo com cada protocolo, resultando em 

um PRP específico para determinadas aplicações [8, 31, 47].  

 Para uso clínico, a concentração de plaquetas no PRP deve ser 

significativamente maior do que a concentração presente na corrente 

sanguínea. Alguns autores tem sugerido que a concentração plaquetária no 

plasma deve ser 3-5 vezes superior ao nível basal para ser classificado como 

PRP [8, 48-50]. No presente estudo, o PRP obtido a partir de cada protocolo 

avaliado apresentou concentração plaquetária 4-5 vezes maior do que a 

concentração inicial, estando em concordância com a concentração 
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necessária para ser considerado PRP.  

 O PRP pode ser obtido a partir de kits comerciais ou por meio do 

processo de centrifugação do sangue total, resultando na separação dos 

gradientes de densidade. Alguns autores utilizam apenas uma centrifugação 

para a obtenção do PRP [51-53]. Contudo, a realização de dupla 

centrifugação tem apresentado melhores resultados na concentração 

plaquetária, uma vez que a primeira centrifugação tem como objetivo separar 

as hemácias e o plasma e a segunda para concentrar as plaquetas [54].  

 Visto que a força centrifuga (g) é um fator importante para a separação 

dos componentes sanguíneos, quanto maior a força empregada maior será o 

volume de plasma obtido na primeira centrifugação, assim como a 

concentração plaquetária obtida em relação ao plasma na segunda 

centrifugação [37, 59]. Porém, o emprego de uma força de rotação elevada 

pode resultar em alterações morfológicas, auto-agregação e ativação das 

plaquetas e, consequentemente, na liberação de fatores de crescimento 

durante o processo de centrifugação [7, 34, 50, 55].  

 A analise dos três diferentes protocolos testados para a padronização 

do PRP permitiu verificar que os protocolos descritos por Landesberg et al. 

(2000) [30] e Abegão et al. (2015) [34] resultaram em um maior volume de 

plasma na primeira centrifugação e, consequentemente, um maior volume de 

PPR final quando comparado com o protocolo descrito por Giraldo et al. 

(2015) [33]. Notou-se também que forças rotacionais muito baixas aplicadas 

na primeira centrifugação, como proposto por Giraldo et al. (2015) [33], não 

permitem uma separação eficiente dos diferentes gradientes, obtendo um 
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pequeno volume de plasma com hemácias presentes. Contudo, quando foram 

testadas altas forças rotacionais, seguindo as metodologias propostas por Jo 

et al. (2013) [37] e Vendramin et al. (2009) [38], os tubos quebraram durante o 

processo de centrifugação. Sendo assim, protocolos que fazem uso de força 

centrifuga (g) acima de 800 g não foram possíveis de serem testados. 

Procurou-se, portanto, executar um protocolo com menor força centrifuga, 

mas que fosse capaz de concentrar maior número possível de plaquetas. 

 Para a obtenção do PRP foi utilizado o protocolo proposto por 

Landesberg e colaboradores (2000) [30], onde foi empregada centrifugação 

de 200 g por 10 minutos na primeira e segunda centrifugação, resultando em 

um enriquecimento plaquetário de 318% em relação ao sangue total. Os 

dados do presente estudo refutam os resultados obtidos por outros autores, 

assim como a hipótese de que o aumento da força de centrifugação resultará 

no aumento da concentração plaquetária, conforme proposto por Vendramin 

et al. (2009) [38]. Observou-se que o emprego de forças rotacionais 

superiores a 200 g, tanto na primeira como na segunda centrifugação, não 

resultam em altas concentrações plaquetárias. Este fato pode ser decorrente 

da auto-agregação e a ativação precoce das plaquetas durante o processo de 

obtenção do PRP.  

 Vendruscolo e colaboradores [56], em 2012, ao testarem 10 diferentes 

protocolos de centrifugação para obtenção do PRP, observaram que 

protocolos com menor força de centrifugação também podem resultar em uma 

maior concentração plaquetária. A aplicação de altas forças rotacionais 

resultou, no presente trabalho, na formação de um pellet que não era 

ressuspendido facilmente, resultado também concordante com Vendrusculo et 
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al. (2012) [56]. 

 A grande potencialidade terapêutica tem estimulado o uso do PRP em 

diversas áreas clínicas [4, 38, 54; 57]. O gel de PRP, por sua vez, apresenta-

se, também, como uma alternativa terapêutica devido à facilidade de 

aplicação e a capacidade de reparar danos teciduais [29, 58]. 

 O gel de PRP é obtido a partir da ativação plaquetária por meio do uso 

de agentes exógenos (trombina, cloreto de cálcio ou gluconato de cálcio). As 

plaquetas são concentradas a partir da segunda centrifugação do plasma, 

mantendo a morfológica preservada, posteriormente o ativador (agente 

exógeno) é adicionado, resultando na gelificação do PRP. 

 Após a gelificação do PRP, as plaquetas sofrem um processo de 

degranulação, liberando uma fração líquida correspondente ao soro. Esta 

fração contem citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, entre outros 

compostos [59, 60]. A liberação de soro é inversamente proporcional ao 

volume de ativador utilizado para a obtenção do gel. Entretanto, 

concentrações elevadas de ativador, como o gluconato de cálcio, podem 

diminuir o pH do PRP, o que terapeuticamente é inviável, pois o pH muito 

baixo pode causar danos no local da aplicação [26, 61]. Portanto, foi 

padronizado em nosso grupo o uso da proporção de 100 – 200 µL de 

gluconato de cálcio para cada 1 mL de PRP. Segundo Stessuk (2016) [29], 

menores concentrações do ativador não permitem a formação de um gel de 

PRP adequado, mantendo-se em forma líquida. Contudo, concentrações entre 

100-200 µL proporcionam a formação de um gel mais espesso e resistente. 

 Estudos também têm apontado o potencial uso do PRP como um 
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scaffold (arcabouço) capaz de encapsular células e fatores de crescimento 

[62-63]. A preservação da composição e das características estruturais das 

células e do biomaterial, portanto, torna-se necessária para que a 

funcionalidade e a viabilidade celular sejam mantidas. 

 Os resultados obtidos neste estudo mostraram que as composições 

químicas dos géis de PRP e PRP/CT-TAs não diferem entre si, assim como 

também não sofrem modificações significativas, estando os géis isolados ou 

em associação a células. Os perfis dos géis de PRP e PRP/CT-TAs, quando 

analisados a partir do espectro FTIR apresentam resultados semelhantes, 

com atribuições em picos próximos, conforme apresentado na Figura 8. Diaz-

Gomes et al. (2014) [64] ao analisar o espectro do PRP liofilizado observou 

picos em 1660 cm-1 e 1550 cm-1 atribuídos a amida I e amida II, 

respectivamente. Em concordância, Liu et al. (2002) [65] ao analisar o 

espectro somente das plaquetas encontrou ambas as bandas de proteína 

(amida I e II) com picos próximos de 1652 cm-1 e 1545 cm-1. Os resultados 

aqui apresentados corroboram ambos os estudos, uma vez que os espectros 

dos géis de PRP e PRP/CT-TAs apresentaram picos entre 1637-1638 cm-1 

para amida I, e 1543 cm-1 para amida II, respectivamente. Perfis atribuídos às 

bandas de O-H (3286 cm-1) referentes à banda da água, como os 

estiramentos de C-O (1242-1243 cm-1) também aparecem em ambos os 

espectros de géis de PRP e PRP/CT-TAs, como se verifica a partir dos 

resultados apresentados na Figura 8. 

 A ausência de alguns picos nítidos nos espectros dos géis de PRP e 

PRP/CT-TAs, como, por exemplo, os picos correspondentes ao estiramento 

de C-H alifático, presentes na região 2963 cm-1, deve-se a hidratação elevada 
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das amostras. A água tem forte absorção na região entre 3200-3550 cm-1 e 

em ~1640 cm-1, devido ao estiramento de OH. Portanto, a presença de água 

nas amostras pode gerar fortes sinais de fundo não-ressonantes [66-68]. 

 O espectro referente às CT-TAs isoladas mostrou um padrão 

semelhante aos resultados encontrados em diversos trabalhos [69-73]. O 

perfil traçado no espectro FTIR do gel PRP/CT-TAs mostrou-se semelhante 

ao espectro das CT-TAs isoladas (Figura 8), sugerindo que a associação das 

CT-TAs ao gel de PRP mantém as propriedades físico-químicas de ambos 

após a interação.  

 A morfologia do gel de PRP é caracterizada pela presença de arranjos 

de fibras espessas e elementos celulares [74]. Os resultados obtidos com a 

técnica de MEV revelaram a porosidade do gel de PRP, apresentando fibras 

dispostas aleatoriamente e com espessura homogênea ao longo do seu 

comprimento (Figuras 9A, C, E), corroborando os dados obtidos por 

Fernández‐Barbero et al. (2006) e Sadeghi-Ataabadi et al. (2017) [74, 75].  

 A disposição das fibras não influencia na capacidade do gel de PRP 

atuar como um arcabouço/suporte para as células associadas a ele (Figuras 

9B, D, F), uma vez que não há interferência na capacidade migratória das 

células no biomaterial [74]. Contudo, outras propriedades mecânicas, como o 

diâmetro das fibras e a porosidade do gel de PRP, influenciam diretamente na 

adesão, proliferação e migração [75, 76].  

 A ativação plaquetária, caracterizada pela morfologia esférica das 

plaquetas encontradas no gel de PRP e PRP/CT-TAs, assim como a presença 

de pseudópodes (estabelecendo comunicação célula-célula) são também 
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responsáveis por intermediar respostas fisiológicas das células associadas ao 

gel de PRP sobre o tecido a ser reparado [77]. A morfologia esférica das 

plaquetas reveladas pela técnica de MEV (Figuras 9D, F, H) evidencia que 

estas são capazes de serem ativadas fora do organismo por agentes 

exógenos, potencializando, portanto, o uso terapêutico do gel de PRP, uma 

vez que torna-se possível induzir a liberação de fatores de crescimento e 

citocinas pelo processo de ativação plaquetária [74, 77]. 

 O gel de PRP atua estimulando a proliferação e migração das células 

associadas ao biomaterial. As propriedades quimiotáticas do PRP exercem 

efeito sobre o potencial de migração e proliferação celular, a partir de fatores 

armazenados nos alfa-granulos das plaquetas [78]. Neste estudo, quando foi 

analisada a viabilidade das CT-TAs associadas ao gel de PRP e, por 

conseguinte, a capacidade de migração e proliferação das mesmas in vitro, 

notou-se que as CT-TAs encapsuladas no gel de PRP permanecem viáveis 

(Figura 10) e em atividade proliferativa (Figura 11), e após o terceiro dia à 

associação gel de PRP, há um aumento no potencial de migração e 

proliferação celular (Figura 12).  

 Vários estudos evidenciam o efeito que o PRP apresenta sobre o 

potencial proliferativo e migratório das células [62, 76, 78-82]. Dreng et al. 

(2008) [79], ao analisar o efeito mitogênico do PRP sobre as células-tronco 

derivadas da medula de ovelhas adultas, notoram que a proliferação celular 

ocorria somente no terceiro dia após a estimulação. Shimojo e colaboradores 

(2015) [76] também observaram que após três dias de cultivo no arcabouço 

de PRP, as células excediam o número inicialmente semeado, indicando 

viabilidade e atividade proliferativa. O arcabouço de PRP atua sobre o 
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potencial migratório das CTM a partir dos efeitos biológicos das próprias 

células e dos fatores de crescimento do PRP, sugerindo que fatores como o 

PDGF e MMP-9 são os principais responsáveis por regular a migração das 

CTM in vitro [80,81]. 

 A estrutura tridimensional do gel de PRP, formada pela presença de 

fibrinas, fornece um suporte eficaz para as células e, juntamente com um perfil 

proteico dos fatores de crescimento e moléculas liberadas, proporciona um 

microambiente favorável que permite a viabilidade, proliferação, migração e 

diferenciação celular, podendo prevenir também a apoptose e inibir os efeitos 

catabólicos de algumas citocinas pró-inflamatórias, atuando na modulação de 

respostas inflamatórias [78, 81-83].  

 Em síntese, os resultados obtidos permitem concluir que o emprego de 

baixas forças rotacionais para obtenção de PRP pode resultar em uma 

elevada concentração de plaquetas. A adoção dos parâmetros metodológicos 

possibilitou também a obtenção de um gel com características adequadas 

para atuar como scaffold para as CT-TAs. Pode-se, portanto, inferir que o gel 

de PRP é um biomaterial capaz de funcionar com eficiência no suporte, 

manutenção e preservação das CT-TAs incorporadas a ele, não apresentando 

modificações na composição química e na estrutura do gel de PRP, assim 

como na viabilidade, capacidade de migração e potencial de diferenciação das 

células. Estudos adicionais são necessários para que se possa avançar na 

compreensão das interações estruturais, moleculares e dos efeitos recíprocos 

resultantes da associação de PRP com as CT-TAs. Será importante avaliar, 

também, por meio de trabalhos futuros, em modelos experimentais in vitro e in 

vivo, se a associação PRP/CT-TAs pode atuar aditiva ou sinergisticamente no 
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reparo de lesões teciduais, particularmente em lesões cutâneas.  
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Tabelas e figuras 

 

 

 

Tabela 1 – Protocolos selecionados para a padronização do PRP. 

* PC: Primeira centrifugação 

**SC: Segunda centrifugação 

 

 

Tabela 2 – Média (n=3) da concentração plaquetária (plaquetas/µL) no PRP em relação ao sangue 
nos diferentes protocolos testados. 

 

 

Protocolo Força 

centrífuga 

(g) – PC* 

Tempo 

(min) – 

PC* 

Força 

centrífuga 

(g) – SC** 

Tempo 

(min) – 

SC** 

Referência 

I 200 10 200 10 Abegão et al., 2015 

II 200 10 400 10 Landesberg et al., 2000 

III 120 5 240 5 Giraldo et al., 2015 

Protocolo Média ± Desvio padrão 

(10³/µL) 

Enriquecimento 

 (%) 

I 796,667
 
± 185,139

 
268% 

II 904,000 ± 94,398
 

318% 

III 803,000
 
± 324,344 271% 



70 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 1 - Processamento da unidade de sangue total para obtenção da fração plasmática. O 

conteúdo final é dividido em três frações, de acordo com a concentração de plaquetas presentes: a 

fração pobre em plaquetas (PPP), fração intermediaria (PMP) e a fração rica em plaquetas (PRP). 

 

 

 

Figura 2 - Separação do plasma após a primeira centrifugação. Da esquerda para direita, protocolo 

de Abegão et al (2015), Landesberg et al. (2000) e Giraldo et al. (2015), respectivamente. 

Landesberg  
et al. (2000) 

Abegão  
et al. (2015) 

Giraldo  
et al. (2015) 

Figura 3 – Obtenção do gel de PRP. (A) Plasma obtido a partir dos protocolos de Abegão et al. 

(2015) (1), Landesberg et al. (2000) (2) e Giraldo et al. (2015) (3), da esquerda para direita; (B) Gel de 
PRP formado a partir dos protocolos de Abegão et al (2015), Landesberg et al. (2000) e Giraldo et al 
(2015). (2015). 

A B C 

A B 

Abegão et al. 
(2015) 

Landesberg 
et al. (2000) 

Giraldo  et al. 
(2015) 
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Figura 4 - Cultura primária de CT-TA, (A) após um, (B) dois, (C) três e (D) oito dias, 

(x40). Barra de escala é 1234 µm. 

Figura 5 – Curva de proliferação das CT-TA durante o período de 10 dias. 
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Figura 6 – Caracterização imunofenotípica das CT-TAs por citometria de fluxo.  (A) Tubo branco e 

marcação (≥ 95%) para CD90, CD73 e CD 105, e (B) marcação (≤ 2%) para CD 45, CD34 e HLA-DR. 
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Figura 7 - Diferenciações das células-tronco mesenquimais 

do tecido adiposo humano. (A) Diferenciação adippogênica, 

corada com Oil Red O, (B) Diferenciação condrogênica, corada 

com Alcian Blue e (C) Diferenciação osteogênica, corada com 

Alizarin Red S, (x100). Barra de escala é 488µm. 
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Figura 8 - Espectros FTIR dos géis de PRP, PRP/CT-TA e pellet de CT-TAs. O gel de PRP 

(linha azul) exibiu uma combinação de bandas semelhantes ao gel de PRP/CT-TA (linha roxa). 

As CT-TA (linha vermelha) e o gel de PRP apresentaram picos próximos atribuidos a amida I 

(setas pretas) e II (setas cinzas), em 1638-1642 cm
-1

 e 1543-1548 cm
-1

, respectivamente. 

Gel de PRP 

Gel de PRP/CT-TAs 

CT-TAs 

Número de ondas (cm-1) 
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Gel de PRP Gel de PRP/CT-TAs 

Figura 9 - Microscopia eletrônica de varredura dos géis de PRP isolado e com CT-TA (PRP/CT-TA). 

A morfologia do gel de PRP é caracterizada pela presença de fibras (setas verdes) e plaquetas (setas 
amarelas) e, quando em associação com as CT-TAs (setas vermelhas), atuam eficientemente no suporte 
celular. 
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A 

B 

Figura 10 – Microscopia de fluorescência dos géis de PRP e 
PRP/CT-TAs. (A) Gel de PRP/CT-TAs e (B) Gel de PRP. As plaquetas 

(setas vermelhas) e as CT-TA (setas pretas) foram marcadas com uma 
solução de alaranjado de acridina (verdes, células viáveis) e brometo de 
etídio (vermelhas, células não viáveis). 
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Figura 11 - Migração e proliferação das CT-TA do gel de PRP (40x). Barra de escala é 

1234 nm. 
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Figura 12 – Curva de proliferação das CT-TA que migraram do gel de PRP. 
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Figura 13 - Diferenciações das células-tronco 

mesenquimais do tecido adiposo humano que migraram do 

gel de PRP. (A) Diferenciação adippogênica, corada com Oil 

Red O, (B) Diferenciação condrogênica, corada com Alcian Blue 

e (C) Diferenciação osteogênica, corada com Alizarin Red S, 

(x100). Barra de escala é 488µm. 
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CONCLUSÃO GERAL 
 

 Os resultados obtidos permitem concluir que baixas forças rotacionais 

podem ser utilizadas para a obtenção de PRP, resultando em elevada 

concentração de plaquetas. Os parâmetros metodológicos empregados 

possibilitam também a obtenção de um gel com propriedades adequadas para 

atuar como scaffold para as CT-TAs. Pode-se, portanto, inferir que o gel de 

PRP é um biomaterial eficaz no suporte, manutenção e preservação das CT-

TAs incorporadas a ele, não apresentando modificações na composição 

química e na estrutura do gel de PRP, assim como na viabilidade, capacidade 

de migração, proliferação e potencial de diferenciação das células.  
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