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RESUMO 

 
A engenharia tecidual é um campo interdisciplinar que aplica princípios da 
engenharia, biologia e ciências clínicas para o desenvolvimento de substitutos 
biológicos que possam manter, restaurar, ou melhorar a função de órgãos e 
tecidos. A Fibrina Rica em Plaquetas e Leucócitos (L-PRF) consiste em um 
agregado leucoplaquetário não transfusional com uma matriz de fibrina 
polimerizada após um protocolo de centrifugação obtido a através de 
venopunção. Objetivos: Estudar a malha de L-PRF em diferentes tempos de 
permanência no tubo de ensaio após a centrifugação, analisando e descrevendo 
macro e microscopicamente com auxílio das marcações imuno-histoquímicas 
para a glicoproteína fibronectina. Métodos: Estudo experimental in vitro, duplo-
cego, descritivo, onde a amostra foi composta pelo sangue venoso coletado de 
dois voluntários e divididos sob o critério do tempo de permanência dos tubos 
em repouso após a centrifugação em Grupo 01 (0 minutos), Grupo 02 (60 
minutos), Grupo 03 (120 minutos). Cada amostra foi submetida a inclusão em 
parafina e feitos cortes histológicos para análise histopatológica com o uso de 
marcadores celulares. Foi realizado análise imuno-histoquímica para 
fibronectina e as lâminas submetidas ao estudo microscópico descritivo, quali e 
quantitativo. Resultado: Foi observado uma melhor organização da malha de 
fibrina e o aparecimento de grânulos citoplasmáticos nos Grupos 02 e 03. Não 
houve diferença significante estatisticamente entre os diferentes tempos. 
Conclusão: o tempo de permanência dos tubos em repouso parece influenciar 
positivamente na organização do coágulo. 

Palavras-Chaves: Fibrina Rica em Plaquetas; Engenharia Tecidual; Células 
Sanguíneas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Tissue engineering is an interdisciplinary field that applies principles of 

engineering, biology and clinical sciences to the development of biological 

substitutes that can maintain, restore, or enhance the function of organs and 

tissues. Leukocyte Platelet-Rich Fibrin (L-PRF) consists of a non-transfusional 

leuco-platelet aggregate with a polymerized fibrin matrix obtained after a 

centrifugation protocol through venipuncture. Objectives: To study the L-PRF 

mesh in different times of permanence in the test tube after the centrifugation, 

analyzing and describing macro and microscopically with the aid of the 

immunohistochemical markings for fibronectin glycoprotein. METHODS: In vitro, 

double-blind, descriptive study, in which the sample was composed of venous 

blood collected from two volunteers and divided according to the rating time of 

the tubes at rest after centrifugation in Group 01 (0 minutes), Group 02 (60 

minutes), Group 03 (120 minutes). Each sample was submitted to paraffin 

inclusion and histological sections were made. Immunohistochemical analysis 

was performed for fibronectin, and the slides were subjected to a descriptive 

qualitative and quantitative microscopic study. Result: A better organization of the 

fibrin mesh and the appearance of cytoplasmic granules were observed in 

Groups 02 and 03. There was no statistically significant difference between the 

different times. Conclusion: the residence time of the tubes at rest seems to 

positively influence the organization of the clot. 

Keywords: Platelet-Rich Fibrin; Tissue Engineering; Blood Cells. 
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1. INTRODUÇÃO 

Avanços na área de biologia molecular e celular têm contribuído para o 

desenvolvimento de técnicas de reparo ou, até mesmo, de regeneração de 

órgãos e tecidos danificados por doenças, traumas e deformidades congênitas. 

A engenharia tecidual é um campo interdisciplinar que aplica princípios da 

engenharia, biologia e ciências clínicas para o desenvolvimento de substitutos 

biológicos que possam manter, restaurar, ou melhorar a função de órgãos e 

tecidos. Essa nova ciência está embasada em três pontos: células, matrizes 

biocompatíveis e moléculas bioativas responsáveis pelos sinais 

morfogênicos.(CASAGRANDE ET AL., 2009; CHEN E LIU, 2016) 

O conceito de biomateriais de origem humana em terapias regenerativas 

tem suporte na literatura por vasto número de estudos demonstrando o uso de 

hemoderivados ricos em fatores de crescimento como  Plasma Rico em 

Plaquetas (PRP) e Fibrina Rica em Plaquetas (L-PRF) (SHAH ET AL., 2014; ALI 

ET AL., 2015; OZGUL ET AL., 2015; AL-HAMED ET AL., 2017; ALZAHRANI ET 

AL., 2017).  

Vários concentrados sanguíneos são usados para o suporte da 

regeneração tecidual e reparo de feridas em diferentes áreas. Um destes 

sistemas é o Plasma Rico em Plaquetas (PRP), uma técnica desenvolvida para 

uso na prática clínica e terapias de regeneração tecidual. O PRP é preparado 

por múltiplos passos de centrifugação usando o sangue do paciente e 

anticoagulantes são adicionados para que seja possível a obtenção da mesma. 

Entretanto, na busca de minimizar o risco de contaminação, eliminar o uso de 

anticoagulantes e fazer uso da capacidade de reparo autólogo e totalmente 

natural, um novo sistema, a Fibrina Rica em Plaquetas e Leucócitos (L-PRF), foi 

introduzida como o primeiro concentrado sanguíneo sem o uso adicional de 

anticoagulantes (CHOUKROUN ET AL., 2001).(EL BAGDADI ET AL., 2017)  

A Fibrina Rica em Plaquetas e Leucócitos (PRF) consiste em um 

concentrado sanguíneo obtido do sangue periférico venoso do paciente e 

submetido ao processo de centrifugação de passo único sem a utilização de 

anticoagulantes ou qualquer outra substância.(WEND ET AL., 2017) Esta matriz 
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de fibrina rica com plaquetas, que contém uma reserva de células que incluem 

ainda linfócitos B e T, monócitos, células indiferenciadas e neutrófilos 

(GHANAATI ET AL., 2014), com capacidade de liberação de amplo espectro de 

fatores de crescimento (TGFβ-1, PDGF-AB, VEGF,TSP-1) (Dohan Ehrenfest, De 

Peppo, et al., 2009) e de fácil manuseio, tem se mostrado eficiente como opção 

terapêutica em diversas áreas da saúde (CHEN E LIU, 2016). Além destes 

fatores de crescimento mencionados, as plaquetas contidas na malha de fibrina 

são capazes de liberar algumas moléculas como von Willebrand, P-selectina, 

fibrinogênio, vitronectina e fibronectina (GHANAATI ET AL., 2014). 

Fibronectina, a primeira entre as glicoproteínas a ser intensamente 

estudada,  é composta de moléculas de alto peso e desempenha papel 

fundamental na montagem da matriz extracelular, na adesão celular e condução, 

migração, morfologia, organização do citoesqueleto e até na transformação 

oncogênica (LABAT-ROBERT, 2012). 

O objetivo deste trabalho é realizar um estudo acerca da malha de fibrina 

(PRF) em diferentes tempos de permanência no tubo de ensaio após a 

centrifugação. 

 

  



23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REFERENCIAL TEÓRICO 
 



24 
 

 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A História dos Concentrados Plaquetários: da Fibrina à L-PRF 

 

 O uso de fibrina tópica para hemostasia foi discutida pela primeira vez por 

Bergel em 1909 (BERGEL, 1909.), quando foi empregado o uso de trombina 

bovina com plasma humano na sua confecção. O emprego deste derivado para 

fins cirúrgicos era restrito, até que em meados dos anos 50 o Dr. Edwin J. Cohn 

na Universidade de Harvard, utilizou manualmente as primeiras técnicas de 

plasmaferase possibilitando a separação proteica para purificação da trombina 

humana (RESTREPO ET AL., 2009). Porém, como o produto final era derivado 

de plasma humano homólogo havia um risco potencial em relação a transmissão 

de patógenos, como por exemplo o vírus da hepatite e logo surgiram os primeiros 

casos relatados (SUNDARAM E SUNDARAM CP, 2010). Em 1974 (KUDERNA 

E MATRAS, 1975) utilizaram uma mistura de solução crioprecipitada de plasma 

autólogo obtido de sangue venoso e uma mesma quantidade de trombina. Em 

1998 a Food and Drug Administration aprovou o uso das colas de fibrina que 

eram formadas pela polimerização do fibrinogênio com trombina e cálcio, 

disponíveis para a comercialização desde 1982. 

 Isso levou ao desenvolvimento de uma alternativa com uso de sangue 

autólogo chamado Plasma Rico em Plaquetas. O uso desta técnica iniciou-se 

em 1975 empregando-o como adesivo para reparos em córneas e reparo de 

tecido nervoso. Despertou-se então uma série de pesquisas sobre o assunto e 

a PRP ocupou lugar de destaque por muitos anos, onde culminou nos anos 90 

com o emprego na odontologia para regeneração óssea.(SUNDARAM E 

SUNDARAM CP, 2010) 

 Apesar de todas as vantagens, o protocolo de confecção com várias 

etapas, o uso de trombina bovina que ameaçava a saúde humana por estar 

associada a algumas coagulopatias somada ao curto tempo de liberação de 
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fatores de crescimento, levaram aos pesquisadores a busca de outra alternativa 

(NANDITHA ET AL., 2017). 

No início do século, em Nice – França, Choukroun e sua equipe 

(CHOUKROUN ET AL., 2001) desenvolveram o que é conhecido hoje como a 

segunda geração de concentrados plaquetários. O protocolo de preparação 

demonstrou-se relativamente simples, pois envolvia a coleta de sangue do 

próprio paciente e imediata centrifugação em etapa única e sem aditivo de 

qualquer outra substância xenógena; assim nascia a Fibrina Rica em Plaquetas 

– PRF (CHOUKROUN ET AL., 2001). 

2.2 L-PRF 

L-PRF consiste em um concentrado sanguíneo leucoplaquetário autólogo 

obtido através de venopunção e posterior centrifugação, em etapa única, sem 

aditivo de substâncias de qualquer natureza. A ausência de anticoagulantes faz 

com que haja a ativação em poucos minutos da maioria das plaquetas contidas 

na amostra de sangue em contato com as paredes do tubo, liberando assim a 

cascata de coagulação (DOHAN ET AL., 2006A). 

O fibrinogênio que está inicialmente concentrado na parte superior do tubo 

é transformado em fibrina pela trombina circulante. Dessa forma é obtido o 

coágulo de fibrina que fica na parte central do tubo, acima do tampão de 

hemácias e abaixo da porção acelular plasmática sobrenadante(DOHAN ET AL., 

2006A). 

 A L-PRF demonstra uma matriz densa de fibrina incluindo a presença de 

várias células presentes no processo inflamatório, como leucócitos e plaquetas, 

combinado a uma série de proteínas plasmáticas, fatores de crescimento, 

glicoproteínas e micropartículas circulantes fortemente aderidos a esta malha 

fibrinosa. (DOHAN ET AL., 2006B) 

A conformação tridimensional da malha de fibrina é capaz de mimetizar a 

matriz extracelular em termos estruturais, criando um ambiente funcionalmente 

ótimo para a proliferação celular e reparo tecidual (GHANAATI ET AL., 2014), 
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onde as propriedades de imuno-estimulação e de controle da inflamação já estão 

clinicamente estabelecidas.(DOHAN ET AL., 2006C) 

 

2.3 Matriz Extracelular 

 

Matriz extracelular é um meio complexo, dinâmico, composto por uma 

variedade de macromoléculas pertencentes a quatro famílias distintas:  

colágeno(s), elastina(s), glicosaminoglicanos e glicoproteínas.(LABAT-

ROBERT, 2012)Essa matriz extracelular apresenta diferentes propriedades 

físicas e bioquímicas variando de acordo com o tipo do tecido (e.g. entre o 

epitélio e o tecido conjuntivo é formado a lâmina basal que se trata de uma forma 

especializada de ME), que tem papel-chave no comportamento celular (GAND 

ET AL., 2017), no desenvolvimento morfogênico e no reparo de feridas.(MIRON-

MENDOZA ET AL., 2017).  

 

2.4 Plaquetas 

Produzidas na medula óssea a partir de células chamadas 

megacariócitos, as plaquetas são células anucleadas, possuem uma membrana 

composta por uma camada dupla de fosfolipídeos com uma série de receptores 

para diversas moléculas (colágeno, trombina...), tem formato discoide, 

citoplasma contendo uma grande quantidade de grânulos que são secretados 

quando ativadas, tempo de vida entre 8 a 10 dias e com reconhecido papel na 

hemostasia primária e na formação de trombos(DOHAN ET AL., 2006B). Além 

disso, são importantes moduladoras em processos fisiopatológicos incluindo a 

inflamação e reparo tecidual.(EL BAGDADI ET AL., 2017; ETULAIN, 2018) Sua 

capacidade de aderir ao tecido subendotelial exposto, agregar e facilitar a 

produção de trombina fazem com que as plaquetas formem um plug hemostático 

e promova a formação de uma malha de fibrina e um coágulo sanguíneo. 

Plaquetas são recrutadoras de leucócitos e células progenitoras nos locais de 

danos vasculares e inflamação. Elas induzem a permeabilidade celular 
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promovem quimiotaxia e proliferação celular, etapas fundamentais ao reparo 

tecidual.(NURDEN, 2017)  

 

2.5 Os Principais Fatores de Crescimento 

 

TGFβ-1 (Fator de Crescimento Transformante β -1) faz parte de uma 

superfamília com mais de 30 membros, presente não somente nos α-grânulos 

plaquetários, mas também nas sinalizações intercelulares. In vitro, tem efeitos 

variados, mas de modo geral, participa na indução da proliferação celular e 

síntese de matrizes celulares como colágeno I e fibronectina, sendo considerado 

um regulador da inflamação.(DOHAN ET AL., 2006B) 

PDGF (Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas) são reguladores 

essenciais da migração, proliferação e reprodução da linhagem de células 

mesenquimais. Dessa forma, esse fator de crescimento tem papel principal nos 

mecanismos da cicatrização fisiológicos e na patologia de algumas doenças (ex: 

neoplasias pulmonares).(NISHIMOTO ET AL., 2015) 

IGF I – II (Fator de Crescimento semelhante a Insulina I e II) são 

reguladores positivos da proliferação e diferenciação da maioria dos tipos 

celulares, que infelizmente incluem também os tumores. É considerado um dos 

principais fatores de sobrevivência celular adquirido nos milhões de anos de 

evolução pois aumenta a proliferação celular mitótica e bloqueia a 

apoptose.(FRYSTYK, 2004) 

VEGF A-B (Fator de Crescimento Endotelial Vascular A-B) A angiogênese 

é definida como a formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos pré-

existentes em um processo envolvendo migração e proliferação de células 

endoteliais já existentes. É um processo complexo e requer um delicado balanço 

entre promotores e inibidores. Assim o VEGF desempenha importante papel 

regulador no desenvolvimento vascular fisiológico.(DOHAN EHRENFEST, DE 

PEPPO, ET AL., 2009) 
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2.6 Fibrina 

Fibrina é a forma ativada da molécula plasmática do fibrinogênio. Essa 

molécula fibrilar solúvel está presente tanto no plasma quanto nos grânulos-α e 

tem papel determinante na agregação plaquetária durante a hemostasia, 

transformando-se em uma espécie de “cola biológica” capaz de manter 

inicialmente o tampão plaquetário estável, constituindo uma malha protetora no 

vaso sanguíneo lesionado durante a coagulação. O fibrinogênio é transformado 

em fibrina pela trombina tornando-se insolúvel constituindo uma matriz cicatricial 

aos tecidos que sofreram algum tipo de agressão. (DOHAN ET AL., 2006A)  

 

2.7 Fibronectina            

A Fibronectina é uma proteína adesiva secretada por algumas células 

que facilitam a ligação de outras proteínas, inclusive a fibrina, da matriz 

extracelular.(MIRON-MENDOZA ET AL., 2017)  

A Fibronectina existe em duas conformações diferentes in vivo: globular 

ou solúvel, presente no plasma e fluidos biológicos, tendo demonstrado potencial 

a estimulação da angiogênese, redução da resposta inflamatória e fechamento 

de feridas(CHANTRE ET AL., 2018), e a forma fibrilar ou insolúvel, presente nos 

tecidos e sintetizada por fibroblastos, células epiteliais e outros tipos de células 

diferenciadas.(LABAT-ROBERT, 2012) 

A Fibronectina tem um papel crucial na cicatrização de feridas 

promovendo um substrato para a adesão celular durante a formação do tecido 

de granulação.(GALLI ET AL., 2016; FILLA ET AL., 2017) Alguns achados 

sugerem que as células secretam e organizam a Fibronectina em sua trajetória 

quando migram sobre a matriz de fibrina. Esses “rastros” devem então servir 

como sinalizações para outras células.(MIRON-MENDOZA ET AL., 2017) 
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3.OBJETIVOS 

3.1 Geral 

 

Estudar a malha de fibrina rica em plaquetas (L-PRF) em diferentes 

tempos de permanência no tubo de ensaio após a centrifugação. 

3.2 Específicos 

 

- Analisar e descrever as características macroscópicas e morfométricas da 

malha de L-PRF nos diferentes tempos; 

- Avaliar, mensurar e registrar fotograficamente as marcações por imuno-

histoquímica das moléculas de fibronectina nos diferentes tempos de repouso da 

malha após a centrifugação; 

- Estudar e descrever as correlações clínico-laboratoriais da L-PRF obtida nos 

diferentes tempos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Considerações Éticas da Pesquisa 

O presente estudo foi APROVADO pela Comissão de Ética e Pesquisas - 

CEP do Comitê de Ética e Deontologia em Estudos e Pesquisas – CEDEP da 

Universidade Federal do Vale do São Francisco (UNIVASF), sob o protocolo nº 

2.200.157 / 2017 CEP/CEDEP/UNIVASF e respeitou os princípios éticos 

presentes na Resolução nº 466 de 12 de dezembro de 2012, do Conselho 

Nacional de Saúde/ Ministério da Saúde, que regulamenta a pesquisa 

envolvendo seres humanos (Brasil, 2013) e conforme a declaração de Helsinque 

(World Medical Association Recommendation 2011). 

 Todos os voluntários da pesquisa foram esclarecidos sobre o propósito do 

projeto, caráter metodológico e foram convidados a participar espontaneamente 

do estudo; após o aceite eles leram e assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE). Os pesquisadores em questão assumiram a 

responsabilidade frente à privacidade e à confidencialidade dos relatos 

apresentados, preservando integralmente o anonimato dos sujeitos da pesquisa. 

 

4.2 Delineamento Experimental 

4.2.1 Caracterização da Amostra 

A amostra foi composta pelo sangue venoso coletado de voluntários, do 

sexo masculino, com idade entre 30 e 40 anos, com peso médio entre 70 e 80kg 

e saudáveis clinicamente.   

O sangue foi coletado por venopunção na sala preparada para a 

realização do experimento no Espaço Plural, campus Juazeiro da Univasf por 

um cirurgião dentista, habilitado para tal atividade. Foram coletados de cada 

participante voluntário 60mL de sangue distribuídos em seis (06) tubos de ensaio 

de plástico com capacidade para 10mL cada, todos foram identificados 

individualmente por códigos e centrifugados neste mesmo ambiente. 
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A amostra foi distribuída em três grupos como pode ser visto no 

organograma (Figura 01) a seguir: 

 

Figura 01 – Distribuição da amostra segundo os tempos de estudo, sendo que cada 
10mL estão acondicionados em um tubo de plástico com identificação codificada. 
Fonte: própria autoria, 2018. 

 

4.2.1.1 Critérios de Inclusão 

 

Os voluntários que foram incluídos nesta pesquisa não poderiam ser 

fumantes, deveriam estar com a pele integra no local da punção e sem 

descamações ou lesões aparentes; sem histórico de uso, de Aspirina e/ou 

qualquer outra medicação que pudessem interferir na coagulação, nas últimas 

duas semanas que antecedessem a venopunção para o experimento;   

 

4.2.1.2 Critérios de Exclusão 

 

Foram excluídos da pesquisa os voluntários que apresentaram doenças 

sistêmicas tais como: diabetes não-controlada, doenças autoimunes, doenças 

infectocontagiosas, imunodeficiência, insuficiência renal e hepática; histórico de 

doação sanguínea e/ou hemotransfusão nos últimos dois meses, voos ou 
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mergulhos nas últimas vinte e quatro horas e que não aceitassem assinar o 

TCLE voluntariamente. 

 

4.3 Coleta Sanguínea 

 

A coleta sanguínea de cada voluntário participante da pesquisa foi 

realizada por Cirurgião-Dentista, devidamente respaldado para a prática de tal 

atividade pela resolução 158/2015 do Conselho Federal de Odontologia (CFO).  

Após conferir o material para realização da coleta, comprovando que os 

mesmos estivessem inviolados e estéreis, prosseguiu-se a coleta. O doador 

voluntário foi acomodado em posição sentada e confortável; orientado para a 

retirada de acessórios como pulseiras e relógio do membro superior; em seguida 

foi apoiado o membro superior no suporte apropriado e expondo a fossa 

antecubital. Foi realizado garroteamento com dispositivo elástico na porção 

média do braço e manualmente foram realizados movimentos ascendentes 

suaves na face anterior do antebraço para melhor ingurgitamento dos vasos 

sanguíneos. O flebotomista realizou a assepsia de suas mãos com solução de 

clorexidine degermante a 2% e após calçar as luvas de procedimento iniciou 

assepsia prévia do local da punção com tecido de TNT embebido em álcool 

isopropílico 70%. A venopunção foi realizada na veia cefálica após confirmação 

visual, utilizando Escalpe Safety-Lok TM  21 G/ 7" (BD Vacutainer®) de uso 

descartável, com o bisel da agulha voltado para cima e angulação de 15º a 30º 

em movimento único, podendo ser confirmado o posicionamento intravascular 

da agulha através da visualização do retorno venoso dentro do escalpe. Foram 

coletados seis (06) tubos (BD Vacutainer® Vermelho Seco 10ml de plástico com 

ativador de coágulo jateado nas paredes Ref 367820 – NJ - USA) de cada 

doador, o equivalente a 60mL de cada, de modo que cada tubo foi introduzido 

dentro do adaptador que foi posicionado na ponta oposta do escalpe. O 

garroteamento foi removido após a coleta do primeiro tubo.  Após a coleta do 

último tubo, foi removido o escalpe e realizado compressão no local da punção 

com gaze estéril por três minutos; sendo o voluntário orientado a não realizar a 
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flexão do braço e nem carregar peso no lado do braço puncionado, 

momentaneamente. O escalpe foi descartado de maneira segura obedecendo a 

orientação do fabricante quanto ao uso e depositado em coletor para material 

perfurocortante. Confirmando-se a hemostasia, foi realizado curativo local 

adesivado e feita a orientação a não realizar esforço intenso nas próximas duas 

horas. 

 

4.4 Centrifugação 

As amostras colhidas foram imediatamente centrifugadas durante dez 

minutos a 1750 RPM (aproximadamente 200g / FCR), em uma centrífuga de  

mesa modelo 80-2B com rotor fixo de 45º (Centribio® -China), tendo como limite 

de tempo de dois minutos entre a coleta e o início da centrifugação calculadas 

de acordo com a equação [RCF (Força Centrífuga Relativa) ou Força G = 1,12 x 

R x (RPM/1000)²].  

Os tubos foram previamente numerados, sendo para o Doador 1 tubos de 

1 a 6 e para o Doador 2 tubos de 7 a 12. Após a centrifugação dos tubos de 

números 1 a 6 permaneceram em repouso no interior da centrífuga, após a 

centrifugação por diferentes intervalos de tempos, como descrito a seguir:  Grupo 

1 (G1) foi retirado da centrífuga imediatamente após a centrifugação; Grupo 2 

(G2) permaneceu dentro da centrífuga por sessenta (60) minutos e o Grupo 3 

(G3) ficou acondicionado por cento e vinte (120) minutos (Quadro 01); após o 

tempo pré-determinado os tubos retirados da centrífuga eram manuseados para 

a realização da remoção do coágulo a ser estudado. 

Os coágulos removidos compreendiam a malha de L-PRF e foram 

removidos de cada tubo de ensaio com auxílio da pinça Dietrich, separados do 

coágulo de hemácias com uma tesoura Goldman Fox e imediatamente 

colocados em um tubo tipo Eppendorf com capacidade para 50mL, preenchido 

com 45mL de solução de formaldeído tamponado a 10% (v/v); em seguida foram 

mantidos sob temperatura ambiente de 20ºC, em local seco e protegido da luz 

por 72 horas para posterior marcação celular e análise histopatológica. O mesmo 

processo foi realizado com as amostras coletadas do Doador 2. 
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 0 MINUTOS 60 MINUTOS 120 MINUTOS 

DOADOR #1 1-2 3-4 5-6 

DOADOR #2 7-8 9-10 11-12 

 G1 G2 G3 

Quadro 01 – Apresentando o esquema de distribuição das amostras coletadas dos 
respectivos doadores e a relação da amostra com o tempo estudado. Fonte: autoria 
própria, 2018. 

 

 

4.5 Processamento 

Os tubos Eppendorf foram lacrados e acondicionados em caixa rígida 

preenchendo-se os espaços vazios com plástico tipo bolha e enviados via 

transportadora ao Laboratório APC Apoio em Patologia Cirúrgica (São Paulo/SP) 

para a realização do processamento e análise imuno-histoquímica. O tempo de 

transportamento foi de três dias. 

Chegando ao laboratório, os tubos foram avaliados quanto a integridade 

dos mesmos (Figura 2), avaliou-se possíveis vazamentos e as peças foram 

avaliadas macroscopicamente para averiguar possíveis danos. Constatou-se 

que não houve nenhum dano durante o transporte e foi iniciado o processamento 

dos mesmos. 

 

Figura 2: Imagem demonstrando a integridade da peça formolizada no laboratório onde 
foi realizada a análise imuno-histoquímica. FONTE: própria autoria, 2018. 
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4.5.1 Análise Imuno-histoquímica 

Em cada espécime foram feitas 4 passagens em álcool absoluto (1 hora 

em cada) trocando se o álcool por completo a cada passagem (Desidratação) e 

feitas 2 passagens em xilol, 30 minutos cada passagem (Diafanizacao). Para a 

fixação do espécime, foram feitas duas passagens em parafina líquida com 

temperatura máxima de 70ºC de 01 hora cada. Os blocos foram colocados no 

freezer a -20ºC, após o seu resfriamento, foram feitos cortes de 2 a 5 micras em 

micrótomo manual (Micrótomo Leica RM 2125 RTS -Nussloch – Germany). 

Foram produzidos 3 cortes (triplicata) longitudinais e centrais de cada espécime, 

produzindo ao final 36 lâminas. Os cortes foram colocados em banho maria a 

aproximadamente 65º C e pescados nas lâminas silanizadas (Dako – CA – USA) 

já identificadas com designação interna. As lâminas foram colocadas em penais 

de madeira em pé, levadas a estufa (MEDCLAVE ES 200 – SP BR) a 80-90º C 

por 120 minutos. Logo em seguida são retiradas da estufa e colocadas para 

esfriar. As lâminas são colocadas em berços de coloração para serem 

distribuídas nos tanques do módulo de pré-tratamento com água deionizada para 

desparafinização, reidratação e recuperação de epítopos  (PT Link – Dako – CA 

- USA) com a solução de recuperação antigênica (EnVision FLEX TARGET 

RETRIEVAL SOLUTION LOW pH (50x) – Dako – CA -USA) de pH baixo a 

temperatura de 97ºC por 40 minutos. Após esta etapa, foram abertas as tampas 

do PT Link, retirados os carrinhos, lavados quatro vezes com solução tampão 

(EnVision Flex Wash Buffer 20x -Dako – CA - USA) e deixados nas cubas em 

repouso. Em seguida foram retiradas as lâminas dos carrinhos uma a uma em 

ordem, secadas nos arredores dos fragmentos com campos cirúrgicos tomando 

o devido cuidado para não danificar o fragmento e feito um círculo com caneta 

hidrofóbica ao redor do fragmento delimitando-o e distribuindo as lâminas lado-

a-lado em caixa acrílica. Foi preenchido toda a área delimitada com peróxido ( 

EnVision Flex Peroxidade-Blocking Reagent – Dako – CA - USA), a caixa foi 

fechada e deixada em repouso por 10 minutos em repouso. Ainda nesta caixa, 

as lâminas foram lavadas com solução tampão e colocadas em uma caixa seca 

e fechada. As caixas foram abertas, retirados o excesso de solução com um jato 

leve de ar sobre as lâminas.  
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A incubação do anticorpo primário (Anti Fibronectin –Policlonal de Coelho 

cód. ORB156875 – lot. E10525 - Biorbyt – CA – USA) foi realizada diluindo-se o 

anticorpo primário com diluente DAKO com titulação 1:300. Foram colocadas as 

lâminas dentro de uma caixa acrílica, utilizando pipeta automática, foi pingado 

100µl do anticorpo primário em cima do corte, incubando por 35 minutos em 

temperatura ambiente. 

Lavou-se novamente as lâminas nas caixas acrílicas com solução tampão 

e colocou-se em uma caixa seca, onde foi retirado a solução tampão com um 

jato leve de ar sobre as lâminas. Foi instilado 100µL Linker Rabbit (EnVision Flex  

Rabbit – CA – USA) sobre o corte e incubado por aproximadamente 20 minutos, 

lavado com solução tampão, colocados em uma caixa seca, retirou-se o excesso 

da solução tampão com um jato leve de ar sobre as lâminas. Pipetou-se o 

polímero (EnVision Flex/ HRP – Dako- CA -USA) e deixado para incubação por 

aproximadamente 25 minutos. Lavou-se novamente as lâminas nas caixas 

acrílicas com solução tampão e colocou-se em uma caixa seca, onde foi retirado 

a solução tampão com um jato leve de ar sobre as lâminas. Pipetou-se 

cromógeno (EnVision Flex DAB+Chromogen, diluído em EnVision Flex 

Substrate Buffer – Dako – CA - USA) e deixado em reação por 7 minutos. Logo 

após lavou-se as lâminas com água corrente e as mesmas colocadas em berços. 

Os berços foram imergidos em hematoxilina (Hematoxilina de Harris - QEEL - 

Química Especializada Erich Ltda – SP – BR) por 8 segundos e lavados em 

seguida sob água corrente por 2 minutos. Passou-se os berços por 4 banhos de 

álcool, cada um por cerca de 15 segundos. Finalizou-se com 10 banhos em xilol, 

cada um por cerca de 15 segundos. Os berços foram colocados na máquina de 

montagem de lâminas (Dako Glycergel Mounting Medium – CA – USA). 

 

4.5.2 Microscopia 

Foi utilizado um microscópio trinocular Lx 500 acoplado a um sistema de 

câmera iVu 5000  (Labo America Inc., CA – USA) auxiliado por um software de 

captura de imagens (ProRes® CapturePro versão 2.9.0.1) que após a calibração 

utilizando uma Câmara de Neubauer (hemocitômetro) (Global Optics, Dorset – 
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UK) para a correta proporção de escalas,  e realizado o balanço de branco 

utilizando a própria ferramenta do aplicativo, as lâminas foram submetidas a 

análise por dois avaliadores experientes, duplo-cegos, onde foram realizadas a 

varredura em cada uma das lâminas sob os aumentos de 10x, 20x e 40x 

respectivamente e redigidas anotações discricionais sobre os aspectos 

histomorfológicos. Ao fim da observação de cada lâmina, foram realizadas 

quatro fotomicrografias em aumento de 100x posicionadas e distribuídas de 

maneira uniforme na região do pelet leucoplaquetário. Cada fotomicrografia foi 

delimitada com o auxílio do software por um círculo possuindo um raio de (20 ±1  

µm). Os avaliadores realizaram a contagem das células leucocitárias marcadas 

positivamente (coloração acastanhada) e contagem das células leucocitárias 

não-marcadas (coloração azul-arroxeada) com o auxílio do software ImageJ 

(versão 1.44p, National Institute of Health – USA). Não foram contabilizadas as 

células que não estivessem totalmente inseridas na demarcação. 

 

4.6 Análise Estatística 
 

Os dados foram coletados e calculados conforme descrição anterior. Em 

seguida, foram codificados e transferidos para um banco de dados no Microsoft 

Excel (versão 365), onde foram tabulados. Parte das análises estatísticas foram 

realizadas com auxílio do software Programa Statistical Package for Social 

Science versão 19.0.0 (SPSS 19.0.0) para Windows. 

 A caracterização geral dos resultados foi realizada por análise descritiva 

das variáveis, por meio de dados absolutos e relativos, medidas de tendência 

central (média e mediana) e dispersão (desvio padrão ou erro padrão), conforme 

indicado nas legendas dos gráficos. 

Inicialmente, foram calculadas a média dos 4 trials de coleta do estudo 

para cada lâmina tanto para o número de células “Não Marcadas” como para 

número de células “Marcadas”. Posteriormente calculados o porcentual para 

cada tipo de célula em relação ao total dos tipos de células (Não Marcadas + 
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Marcadas), assim obtivemos ‘Porcentagem de células Não Marcadas’ e 

‘Porcentagem de células Marcadas’. 

Comparativos entre os efeitos de Grupo de tempo (0 min x 60 min x 120 

min) e os doadores quanto ao Percentual de Marcadas e Percentual de Não 

Marcadas foram realizados. Para os comparativos entre os tempos foram 

utilizados testes não-paramétricos de Kruskall-Wallis, com comparações 

múltiplas de Tukey 2 a 2 para identificar onde estão as diferenças. Para os 

comparativos entre os grupos foram utilizados testes de Mann-whitney. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 RESULTADOS 
 



42 
 

 

5. RESULTADOS 

5.1 Análise e Descrição das Características Macroscópicas e Morfométricas da 

Malha de L-PRF 

5.1.1 Macroscopia 

Macroscopicamente observamos no tubo a formação de três fases. Um 

sobrenadante de cor amarelo-claro na parte superior que se trata do plasma 

pobre em plaquetas. Na região intermediária, apresenta-se o coágulo de fibrina 

com consistência densa e elástica e de cor amarelada, medindo 

aproximadamente 2,5cM (Figura 3). Na parte inferior do tubo está presente o 

tampão ou coágulo de hemácias, fração esta que foi descartada em nosso 

estudo. (Figura 4) 
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Figura 3: Comprimento do plug de fibrina. Nota: após a remoção dos tubos os coágulos são 

geralmente manipulados sobre uma caixa inox perfurada que auxilia na prática clínica e permite 

alterar as formas dos coágulos de fibrina, fazendo com que por exemplo, possam sem modelados 

em forma de membranas, pequenos êmbolos ou possam sem picotados para ser usados com 

outros biomateriais. FONTE: própria autoria, 2018. 
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Figura 4: Logo após a centrifugação é possível ver as três camadas compostas pelo 

sobrenadante ou plasma pobre em plaquetas, o coágulo de fibrina rica em plaquetas e 

leucócitos e o tampão ou coágulo de hemácias. FONTE: própria autoria, 2018. 

 

Ainda foi possível notar no tubo a presença do pellet1 leucoplaquetário, 

região rica em células capazes de secretar uma gama de fatores de crescimento, 

sendo uma região de interesse em seu uso clínico, devendo-se ser preservada 

no momento da separação do tampão de hemácias. (Figura 5) 

                                                           
1 Termo em inglês que significa “pequena pedaço redondo; espécie de matéria comprimida em forma de 
disco. Dicionário Collins da Língua Inglesa. 
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Figura 5: Tubo ao ser removido da centrífuga após 60 minutos, apresentando o plug fibrinoso 

separado do tampão de hemácias. É possível ver o pellet leucoplaquetário (seta vermelha) e 

sua distribuição ao longo de parte da parede do tubo (setas pretas), região rica em células 

capazes de produzir fatores de crescimento dentre outros mediadores. FONTE: própria autoria, 

2018. 

 

As ligações equilaterais obtidas através de uma polimerização lenta e 

natural, determinantes na arquitetura tridimensional da malha de fibrina, 

proporcionam um biomaterial flexível, elástico e extremamente resistente, 

características que fazem com que seu emprego na cobertura e auxílio no reparo 

de feridas seja feito em diversas áreas da saúde. 

 

5.1.2 Microscopia 

Na análise microscópica a L-PRF mostra-se com formato elipsoide em 

seu conjunto, apresenta uma base rica em células leucocitárias e plaquetárias 

permeada por uma matriz extracelular densa e algumas estrias esbranquiçadas, 

distribuída ao longo da intersecção entre esta região e a porção intermediária 
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(Figura 6) constituída de uma malha de fibrina com presença de plaquetas 

distribuídas de forma levemente maior na região central e discretamente menor 

na região apical.(Figura 7) 

 

Figura 6: Fotomicrografia em aumento de 10x mostrando a zona intermediária entre a porção 

basal rica em células e a porção intermediária composta pela malha de fibrina e permeado de 

plaquetas. FONTE: própria autoria, 2018. 
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Figura 7: Fotomicrografia com aumento de 10x pertencente ao grupo 3 mostrando um caráter 

mais celular em sua região inferior, correspondente a posição mais próxima ao pelet 

leucoplaquetário. FONTE: própria autoria, 2018. 

Os α-Grânulos contém uma série de proteínas plaqueta específicas (β-

tromboglobulina) e não-plaqueta específicas como a fibronectina. Neste estudo 

não foi possível sua identificação no grupo 1, porém é possível observar não 

raramente nos grupos 2 e 3 a presença destes grânulos distribuídos na região 

de maior concentração leucoplaquetária. São fortemente marcados na reação 

de imuno-histoquímica para fibronectina e são encontrados no meio intra e 

extracelular (Figura 8). 
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Figura 8: Fotomicrografia com aumento de 40x (A) e 100x (B) mostrando a presença de α-

grânulos distribuídos junto aos leucócitos dentro da L-PRF no grupo 2 (60 minutos). FONTE: 

própria autoria, 2018. 

 

Na região central da malha de fibrina, observa-se uma maior densidade 

nos grupos 2 e 3, depondo a favor de um entendimento onde um maior tempo 
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de espera dos tubos após a centrifugação permite que haja uma maior 

organização da trama fibrino-fibrilar (Figura 9). 

 

Figura 9: Fotomicrografia com aumento de 10x dos Grupos 1 (A), 2 (B) e 3(C). Na região central 

do grupo 1 observa-se uma maior presença de espaço em brancos, sugerindo uma menor 

densidade neste local. FONTE: própria autoria, 2018. 
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5.2 Avaliação, Mensuração e Registro Fotográfico das Marcações por Imuno-

histoquímica das Moléculas de Fibronectina nos Diferentes Tempos de Repouso 

da Malha após a Centrifugação 

 

As trinta e seis (36) lâminas obtidas foram randomizadas e avaliadas às 

cegas2 por um examinador experiente. Foram realizadas as contagens das 

células contidas totalmente dentro da demarcação proposta na metodologia com 

um círculo de raio 20 ±1 µm marcadas positivamente e não-marcadas (Figura 

10). Os dados foram tabulados e posteriormente processados para análise 

estatística. 

 

Figura 10: Fotomicrografia com aumento de 100x (Grupo 1), mostrando a presença de células 
marcadas para a glicoproteína fibronectina (setas verdes) e células não-marcadas (setas 
vermelhas). FONTE: própria autoria, 2018. 

 

 A tabela 2 apresenta o comparativo de células marcadas para a 

glicoproteína fibronectina durante a contagem utilizando fotomicrografias das 

lâminas com aumento de 100x entre os tempos de G1 x G2 x G3 e os doadores 

quanto a percentual de células marcadas, apresentando a média, mediana e 

                                                           
2 Sem prévio conhecimento do grupo ao qual a amostra fazia parte. 
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desvio-padrão. O doador 1 (D1) apresentou uma diferença estatisticamente 

significante entre os tempos 0 minutos e 120 minutos, enquanto não houve 

diferença na comparação dos demais tempos. O doador 2 (D2) apresentou uma 

diferença na contagem de células marcadas entre os três grupos, sendo 

progressivamente maior a contagem de células dentre estes do ponto de vista 

estatístico. Ainda na tabela 1, a comparação entre o número de células marcadas 

entre D1 e D2 demonstrou resultados semelhantes no G1 e G2, entretanto no 

G3 o D2 apresentou um número maior comparado ao D1. 

 

Tabela 2: Apresentação do percentual da contagem de células marcadas utilizando a 
fotomicrografia com aumento de 100x no comparativo entre os grupos G1 x G2 x G3 e entre os 
doadores D1 e D2. 

 

 

FONTE: própria autoria, 2018. 

Doador   

Grupo 
Teste de  

Comparações 
múltiplas 

Resultado 

0 min 60 min 
120 
min 

Kruskall-Wallis 
(p) 

(p)   

1 Média 47,2 60,9 67,8   (0 x 60) (p)=0,063   
Mediana 41,9 58,8 69,2 0,038* (0 x 120)(p)=0,006* (0 < 60 = 120) 
Desvio-
padrão 

13,1 6,3 8,0  (60 x 120)(p)=0,453 
 

n 6 6 6    

2 Média 53,4 68,5 79,8   (0 x 60) (p)<0,001*   

Mediana 54,4 68,8 80,5 0,001* (0 x 120)(p)<0,001* (0 < 60 < 120) 

Desvio-
padrão 

3,8 5,2 3,0  (60x120)(p)=0,001* 
 

n 6 5 6    

Teste de Mann-
Whitney (p) 

0,310 0,052 0,004*   
    

Resultado D1=D2 D1=D2 D1<D2       
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Figura 11: Gráfico de linha com marcadores descritivos visualizando a diferença na contagem de 

células nos diferentes tempos (G1 x G2 x G3) para ambos doadores. FONTE: própria autoria, 

2018. 

 

5.3 Estudo e Descrição das Correlações Clínico-Laboratoriais da L-PRF Obtida 

nos Diferentes Tempos 

 

A densa malha de fibrina contendo grande número de plaquetas 

distribuídas em sua extensão, servindo de arcabouço para a migração de células 

participantes da cadeia de inflamação, associada a um pellet extremamente 

celularizado, capaz de prover sinais moduladores como fatores de crescimento 

para indução e aceleração das etapas reparadoras teciduais, formam um 

biomaterial autólogo com excelentes características bioquímicas e biofísicas 

(Figura 12). 

30

40

50

60

70

80

90

0 min 60 min 120 min

%
 d

e
 c

é
lu

la
s
 m

a
rc

a
d

a
s
 

Legenda: Intervalo de confiança para a média; média ± 1,96 * 
desvio-padrão / √ (n-1).

Doador 1

Doador 2



53 
 

 

 

Figura 12: Fotomicrografia de um corte histológico de L-PRF associado a uma modelagem 
computadorizada demonstrando a presença de glicoproteínas estruturais (fibronectina) e 
citocinas extrínsecas embebidas em uma matriz de fibrina. Nota-se a arquitetura estrutural das 
ligações equivalentes formadas através de uma polimerização lenta, gradativa e natural, 
transformando em uma estrutura com maior resistência que o PRP, a exemplo. (1) Citocinas 
retidas intrisicamente na rede fibrino-fibrilas; (2) Citocinas plaquetárias em solução 
(extrinsecamente associado com polímeros de fibrina); (3) Cadeiras glicanas associadas a 
fibrina; (4) Fibronectina circulante; (5) Fibrina associadas com cadeiras glicanas e citocinas 
intrínsecas. FONTE: Adaptado de (Dohan et al., 2006b). 

 

O sobrenadante composto por um plasma pobre em plaquetas não é 

incorporado a matriz de fibrina. As células vermelhas que pouco seriam úteis no 

processo de reparo tecidual também são desprezadas na utilização do emprego 

da L-PRF. Com isso os resultados obtidos microscopicamente fortificam a teoria 

que sustenta o uso da L-PRF na prática clínica, além de ser sugestivo o 

posicionamento da extremidade contendo o pelet leucoplaquetário na área de 

maior relevância durante sua aplicabilidade clínico-cirúrgica (Figura 13). 
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Figura 13: Fotomicrografia com aumento de 10x em um corte histológico do grupo 3 
demonstrando além da grande quantidade de leucócitos e plaquetas no local, uma alta taxa de 
marcação celular positiva para fibronectina. FONTE: própria autoria, 2018. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Avanços no entendimento de biomateriais com capacidade regenerativa 

e as funções que estes desempenham na formação de novos tecidos abrem 

fronteiras para o desenvolvimento de estudos com células-tronco (SOUZA ET 

AL., 2018), matrizes extracelulares e formulações enriquecidas com fatores de 

crescimento endógeno(CASAGRANDE ET AL., 2009; CHEN E LIU, 2016) A 

exemplo deste último, podemos citar a L-PRF, apresenta alguns fatores citados 

por (DOHAN EHRENFEST, RASMUSSON, ET AL., 2009) que facilitam a 

reprodutibilidade da técnica: o uso de centrífugas compactas, duração do 

procedimento, baixo custo comparado a outros concentrados plaquetários, 

técnica simples, bom volume final de matriz fibrinosa comparado ao volume 

inicial de volume sanguíneo coletado (maior que 25%), eficiência na captação de 

plaquetas e leucócitos para a matriz (maior que 80%), preservação de forma 

saudável do componente leucoplaquetário, alta densidade da rede de fibrina e 

alta concentração de fibrinogênio, além de obter-se um tipo de polimerização de 

ligações resistentes (trimolecular). 

A FCR e o tempo de centrifugação são elementos chaves que podem 

modificar a estrutura e composição celular da L-PRF. Os primeiros protocolos 

utilizavam forças que variavam entre 60G a 966G e tempos de centrifugação que 

alcançavam até 14 minutos (DOHAN ET AL., 2006B; GHANAATI ET AL., 2014; 

MIRON ET AL., 2017). No presente estudo foi utilizada uma força de 200G 

embasado em estudos recentes (EL BAGDADI ET AL., 2017; WEND ET AL., 

2017; CHOUKROUN E GHANAATI, 2018; KUBESCH ET AL., 2018) que 

demonstraram um aumento significativo de células inflamatórias, plaquetas e 

maior liberação de fatores de crescimento. 

 Quando observamos através da microscopia o nível de organização do 

coágulo, a distribuição celular supra-fisiológica, o potencial de um produto capaz 

de agregar um scaffold3 a permitir um meio para a propagação celular e um 

                                                           
3 Termo vastamente utilizado na literatura de língua inglesa que significa “estrutura semelhante a um 
andaime que serve de plataforma temporária na qual trabalhadores podem construir ou reparar partes 
altas de edifício. Dicionário Collins da Língua Inglesa. 
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centro (pellet leucoplaquetário) produtor de mediadores e fatores de crescimento 

já discutido na literatura (DOHAN EHRENFEST, DE PEPPO, ET AL., 2009), 

sugerindo ser uma vantagem biológica quando comparamos ao uso de outros 

agregados plaquetários (DOHAN E CHOUKROUN, 2007; DOHAN EHRENFEST 

ET AL., 2010). Em 2009, (DOHAN EHRENFEST, RASMUSSON, ET AL., 2009) 

cita que o PRP contém uma malha de fibrina imatura consistindo principalmente 

em fibrilas com diâmetros reduzidos, o que faz com que este agregado possa 

ser utilizado durante procedimentos cirúrgicos, porém com dissolução muito 

rápida, semelhante a cola de fibrina, não permitindo tempo suficiente para 

migração celular para o scaffold criado. 

A liberação de mediadores quimiotáxicos foram estudados por diversos 

autores (DOHAN EHRENFEST, DE PEPPO, ET AL., 2009; NISHIMOTO ET AL., 

2015; HONG ET AL., 2018) que demonstraram o potencial das membranas de 

L-PRF em desempenhar papel fundamental no reparo tecidual, induzindo a 

migração celular, controle do processo inflamatório e até mesmo na 

imunomodulação (DOHAN ET AL., 2006C). Nesse aspecto, foi possível 

demonstrar neste estudo que a liberação de α-grânulos, ricos em proteínas como 

a fibronectina, após curtos períodos de tempo (120 minutos) antes da 

manipulação dos coágulos e utilização no leito cirúrgico pode acelerar o 

processo de liberação de mediadores, com isso o profissional pode programar o 

início da coleta sanguínea de acordo com a perspectiva de tempo necessário 

para a aplicação clinico-cirúrgica no paciente. São necessários estudos clínicos 

para comprovação da hipótese.  

A importância dos α-grânulos presentes nas fotomicrografias 

apresentadas nos resultados é baseada em trabalhos científicos (DIGIOVANNI 

E PETRICEK, 2010) e apontam que fatores de crescimento como o PDGF são 

liberados por estes grânulos nas fases precoces do reparo tecidual tendo um 

potencial para o recrutamento de várias outras células como fibroblastos, células 

mesenquimais indiferenciadas e osteoblastos. 

Segundo (DOHAN ET AL., 2006C) demonstrando a função das citocinas 

(ex: interleucinas) e o papel no controle da inflamação, além do poder de 

angiogênese atribuído principalmente aos altos índices de VEGF, pode-se 
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considerar a L-PRF como participante na reação imunológica capaz de estimular 

mecanismos de defesa. A presença dos α-grânulos encontrados nos cortes 

histológicos do presente trabalho vem ao encontro destes achados e sugere que 

a permanência de 120 minutos de repouso dos tubos após a centrifugação possa 

trazer benefícios na aplicabilidade, necessitando tal afirmação de estudos 

clínicos para comprovação da teoria. 

Diversos autores têm demonstrado a importância clínica no uso da L-PRF 

com trabalhos de revisões sistemáticas e meta-análises (SHAH ET AL., 2014; 

ALI ET AL., 2015; OZGUL ET AL., 2015; AL-HAMED ET AL., 2017; ALZAHRANI 

ET AL., 2017) apresentando resultados animadores,  onde aplicaram protocolos 

semelhantes de centrifugação e processamento. A avaliação da permanência 

mínima dos tubos em repouso após o fim da centrifugação pode contribuir com 

melhoria no emprego da L-PRF visto acreditar-se numa melhor organização da 

malha de fibrina e melhor liberação de mediadores quimiotáxicos como pode ser 

observado nos cortes histológicos dos grupos 2 e 3. 

O papel da fibronectina no auxílio a propagação de outras células foi 

confirmado pelos autores (MIRON-MENDOZA ET AL., 2017) onde em seu 

experimento foi adicionado um anticorpo (HFN 7.1) que se liga à fibronectina e 

impede a adesão celular, onde desta forma as células que apresentaram esse 

anticorpo não se propagaram na matriz de fibrina. Foi possível confirmar, com o 

auxílio da marcação imuno-histoquímica, a presença de moléculas da 

glicoproteína fibronectina distribuídas ao longo do corte histológico 

representante da L-PRF, principalmente no pellet leucoplaquetário (buffy coat)x4, 

confirmando a descrição de (DOHAN ET AL., 2006B), onde os autores afirmam 

haver uma maior quantidade de plaquetas, consequentemente uma maior 

liberação de citocinas, como a fibronectina e a vitronectina. 

Nos últimos anos, L-PRF tem ganhado ênfase em diversas linhas de 

pesquisa e apresentado uma variedade de aplicações clínicas em diversas 

áreas. Na Odontologia tem sido usado no tratamento de alvéolos pós-extração 

                                                           
4 x termo em inglês que significa “camada de cor clara na parte superior de um coágulo 
sanguíneo. Dicionário Collins da Língua Inglesa 
 



59 
 

 

(KUMAR ET AL., 2015; OZGUL ET AL., 2015; AL-HAMED ET AL., 2017; 

CANELLAS ET AL., 2017), recessões gengivais (KECELI et al., 2015; AMINE et 

al., 2018), fechamento de fendas palatinas (FEMMINELLA ET AL., 2016; EL-

AHMADY ET AL., 2018), cirurgias parendodônticas (DHIMAN ET AL., 2015; 

GOEL ET AL., 2017; PINTO ET AL., 2017; SHARMA ET AL., 2018), 

osteonecroses dos maxilares pelo uso de bisfosfonatos (PARK ET AL, 2016.) e 

reparo de defeitos periodontais (SU ET AL.; SHAH ET AL., 2014; SALGADO-

PERALVO ET AL., 2017). Na medicina tem sido aplicada com sucesso no 

tratamento de ulcerações de difícil remissão como úlceras em pé diabético e 

úlceras varicosas de membros inferiores, defeitos de tecidos moles em face, 

colecistecomia laparoscópica, uretroplastias (GUINOT ET AL., 2014) sulco 

nasolabial profundo, cicatrizes por acne, ruptura do manguito rotador e até 

perfurações timpânicas traumáticas (FU ET AL., 2016). Diante da vasta 

aplicabilidade juntamente com resultados preliminares in vitro obtidos neste 

estudo, encorajamos novas pesquisas para comprovação in vivo da 

possibilidade de aceleração no reparo tecidual utilizando-se a L-PRF após um 

tempo mínimo de repouso após a centrifugação. 
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7. CONCLUSÃO 

 

De acordo com os resultados obtidos nessa dissertação de mestrado, 

pode-se concluir que existe uma distribuição da glicoproteína fibronectina ao 

longo do coágulo de L-PRF, prevalentemente na região do pellet 

leucoplaquetário. Foi possível observar nos diferentes tempos de permanência 

dos tubos em repouso após a centrifugação que houve diferença significante 

estatisticamente quanto ao grupo 3 (120 minutos). Ainda foi possível observar 

que nos grupos 2 (60 minutos) e 3 (120 minutos) houve uma melhor organização 

da malha de fibrina e o aparecimento de α-grânulos no meio intra e extra-celular. 

Trata-se de um estudo in vitro de um agregado plaquetário que possui 

diversas variáveis, sendo necessário estudos com maiores tempos de 

permanência e marcação para outras glicoproteínas. Ainda se acredita na 

necessidade de outras pesquisas in vivo para comprovação das hipóteses 

sugeridas na presente pesquisa. 
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9. APÊNDICE A 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Título da Pesquisa: “AVALIAÇÃO MORFOMÉTRICA IN VITRO DA 
FIBRONECTINA EM AMOSTRAS DE L-PRF: ESTUDO IMUNO-
HISTOQUÍMICO”  
Nome do (a) Pesquisador (a): PEDRO HENRIQUE DE SOUZA LOPES 
Nome do (a) Orientador (a): PROFª MÁRCIA BENTO MOREIRA 
 
1. Natureza da pesquisa: o sra (sr.) está sendo convidada (o) a participar desta 
pesquisa que tem como finalidade  analisar as possíveis diferenças 
microscópicas e imuno-histoquímicas entre hemoderivados proveniente do 
sangue periférico produzidos após centrifugação com o intuito de comprovar a 
eficácia do procedimento, tornando-o mais acessível sendo portanto passível de 
execução em Universidades, rede credenciada SUS etc. Os voluntários serão 
levados, após o término das atividades acadêmicas do período matutino, para a 
realização da punção venosa (retiradas de sangue do braço) que terá a duração 
de aproximadamente 01 (hum) minuto na sala preparada no Espaço Plural, 
campus Juazeiro – BA da UNIVASF sendo que o trajeto da UNIVASF – 
Laboratório  Laboratório – UNIVASF será realizado com carro oficial da 
Universidade.  

2. Participantes da pesquisa: 02 (dois) participantes 

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo a sra (sr) permitirá 
que o (a) profissional qualificado(a) para este procedimento  colete 06 tubos de 
sangue. A sra (sr.) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a 
continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuízo 
para a sra (sr.) bem como poderá retirar consentimento para a guarda e 
utilização do material biológico sendo possível retirar a qualquer momento pelo 
proprietário às amostras. Terá o direito de pedir indenização caso se sinta lesado 
através de ação na justiça comum. Sempre que quiser poderá pedir mais 
informações sobre a pesquisa através do telefone do (a) pesquisador (a) do 
projeto e, se necessário através do telefone do Comitê de Ética em Pesquisa.  

4. Sobre as entrevistas: --- 

5. Riscos e desconforto: a participação nesta pesquisa não infringe as normas 
legais e éticas, tendo como possível desconforto o momento da punção (picada) 
para a retirada do sangue, podendo ter como complicações incomuns, porém 
documentadas na literatura: 1- Flebite 
todo tipo de inflamação da parede das veias; 2- Extravasamento e 3- Hematoma. 
Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Ética em 
Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolução no. 466/12 do Conselho 
Nacional de Saúde. No intuito de minimizar os riscos previstos na participação 
do presente projeto por parte do público alvo foi convidado um profissional da 
área de Odontologia com experiência em punção venosa. Nenhum dos 
procedimentos usados oferece riscos à sua dignidade. Ao participante voluntário 
da pesquisa será fornecido o telefone dos pesquisadores dando total liberdade 
a este para contatar em eventual desconforto real ou suspeito. Neste momento 
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agendado para recebimento deste participante em uma reunião juntamente com 
o pesquisador principal e o profissional responsável pela flebotomia para 
constatação dos fatos e tomadas de providência. 

6. Confidencialidade: todas as informações coletadas neste estudo são 
estritamente confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e seu (sua) orientador 
(a) (e/ou equipe de pesquisa) terão conhecimento de sua identidade e nos 
comprometemos a mantê-la em sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa. 
”O material biológico ao término da pesquisa será descartado pelo técnico 
responsável do Espaço Plural, campus Juazeiro – BA da UNIVASF juntamente 
com o material de descarte deste laboratório do seguindo os protocolos de 
biossegurança utilizados no próprio estabelecimento.” 
7. Benefícios: ao participar desta pesquisa o voluntário receberá a assistência 
integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for necessário em caso de 
danos decorrentes da pesquisa e terá benefícios diretos e indiretos, sendo eles: 
Indireto: esperamos que este estudo traga informações importantes sobre a 
comprovação do uso de centrífugas disponíveis no sistema público para a 
utilização da técnica que visa implementar a cicatrização, reparo e reconstrução 
de tecidos moles, cobertura de feridas, auxílio na regeneração óssea etc, de 
forma que o conhecimento que será construído a partir desta pesquisa possa 
ampliar o uso da técnica tanto no serviço privado quanto no serviço público, 
desde que haja profissionais capacitados e o mínimo de estrutura necessária, 
onde pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos, respeitando-
se o sigilo das informações coletadas, conforme previsto no item anterior. Direto: 
Além disto, a sra. (sr.) receberá os resultados do exame hematológico 
(hemograma), terá aferida sua pressão arterial no momento da coleta sanguínea 
e será disponibilizado uma pequena refeição (lanche) após o exame. 

8. Pagamento: a sra (sr.) não terá nenhum tipo de despesa para participar desta 
pesquisa, bem como nada será pago por sua participação. No entanto, em caso 
de despesas e/ou danos inesperados decorrentes da participação na pesquisa, 
os voluntários serão indenizados pelos pesquisadores responsáveis. 
 
 
 
Após estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para 
participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:  

a- Autorizo a execução do trabalho de pesquisa;  
b- Divulgação dos dados obtidos neste estudo e  
c- Confirmo que recebi UMA VIA deste termo de consentimento, assinada 

pelo participante de pesquisa (ou seu representante legal) e pelo 
pesquisador, e rubricada em todas as páginas por ambos. 

 
 
 
Obs: Não assine esse termo se ainda tiver dúvida a respeito.  
 
 
 
 



78 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Consentimento Livre e Esclarecido  
 
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, 
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa  
 
 
_____________________________________________ 

Nome do Participante da Pesquisa  

_____________________________________________ 

Assinatura do Participante da Pesquisa  

______________________________________________ 

Assinatura do Pesquisador  

______________________________________________ 

Assinatura do Orientador  

 
 
 
Pesquisador: PEDRO HENRIQUE DE SOUZA LOPES – (81)999909334– 
lopes.pedrohenrique@hotmail.com 
Orientador: MARCIA BENTO MOREIRA – (87) 21016757 – 
marciabentomoreira@gmail.com 
 
Coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa: Professor Alvaro Rego 
Millen Neto  
Vice-Coordenadora: Deuzilane Muniz Nunes  
Telefone do Comitê: 87 2101-6896  
E-mail cedep@univasf.edu.br 
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ANEXO B 

 


