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RESUMO

A engenharia tecidual € um campo interdisciplinar que aplica principios da
engenharia, biologia e ciéncias clinicas para o desenvolvimento de substitutos
biolégicos que possam manter, restaurar, ou melhorar a funcdo de 6rgaos e
tecidos. A Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos (L-PRF) consiste em um
agregado leucoplaqguetario nao transfusional com uma matriz de fibrina
polimerizada ap6és um protocolo de centrifugacdo obtido a através de
venopungao. Objetivos: Estudar a malha de L-PRF em diferentes tempos de
permanéncia no tubo de ensaio apés a centrifugacao, analisando e descrevendo
macro e microscopicamente com auxilio das marcac¢des imuno-histoquimicas
para a glicoproteina fibronectina. Métodos: Estudo experimental in vitro, duplo-
cego, descritivo, onde a amostra foi composta pelo sangue venoso coletado de
dois voluntarios e divididos sob o critério do tempo de permanéncia dos tubos
em repouso apOs a centrifugacdo em Grupo 01 (0O minutos), Grupo 02 (60
minutos), Grupo 03 (120 minutos). Cada amostra foi submetida a inclusdo em
parafina e feitos cortes histolégicos para andlise histopatolégica com o0 uso de
marcadores celulares. Foi realizado analise imuno-histoquimica para
fibronectina e as laminas submetidas ao estudo microscopico descritivo, quali e
guantitativo. Resultado: Foi observado uma melhor organizacdo da malha de
fibrina e o0 aparecimento de granulos citoplasméaticos nos Grupos 02 e 03. Nao
houve diferenca significante estatisticamente entre os diferentes tempos.
Conclusao: o tempo de permanéncia dos tubos em repouso parece influenciar
positivamente na organizacdo do coagulo.

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



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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Fotomicrografia com aumento de 10x dos Grupos 1 (A), 2 (B) e
3(C). Na regiao central do grupo 1 observa-se uma maior presenca

de espaco em brancos, sugerindo uma menor densidade neste

Fotomicrografia com aumento de 100x (Grupo 1), mostrando a
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Figura 10: Fotomicrografia de um corte histolégico de L-PRF
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presenca de glicoproteinas estruturais (fibronectina) e citocinas
extrinsecas embebidas em uma matriz de fibrina. Nota-se a
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plaguetarias em solugdo (extrinsecamente associado com

polimeros de fibrina); (3) Cadeiras glicanas associadas a fibrina; (4)
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Figura 13.

Fibronectina circulante; (5) Fibrina associadas com cadeiras

glicanas e citocinas intrinsecas. Adaptado de (Dohan et al., 2006b)

Fotomicrografia com aumento de 10x em um corte histologico do
grupo 3 demonstrando além da grande quantidade de leucécitos e
plaquetas no local, uma alta taxa de marcacao celular positiva para
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1. INTRODUCAO

Avancos na area de biologia molecular e celular tém contribuido para o
desenvolvimento de técnicas de reparo ou, até mesmo, de regeneracdo de
orgaos e tecidos danificados por doencas, traumas e deformidades congénitas.
A engenharia tecidual € um campo interdisciplinar que aplica principios da
engenharia, biologia e ciéncias clinicas para o desenvolvimento de substitutos
biolégicos que possam manter, restaurar, ou melhorar a funcdo de o6rgaos e
tecidos. Essa nova ciéncia estd embasada em trés pontos: células, matrizes
biocompativeis e moléculas bioativas responsaveis pelos sinais
morfogénicos.(CASAGRANDE ET AL., 2009; CHEN E LIU, 2016)

O conceito de biomateriais de origem humana em terapias regenerativas
tem suporte na literatura por vasto niumero de estudos demonstrando o uso de
hemoderivados ricos em fatores de crescimento como Plasma Rico em
Plaguetas (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).

Varios concentrados sanguineos sdo usados para o suporte da
regeneracao tecidual e reparo de feridas em diferentes areas. Um destes
sistemas é o Plasma Rico em Plaquetas (PRP), uma técnica desenvolvida para
uso na pratica clinica e terapias de regeneracdo tecidual. O PRP é preparado
por multiplos passos de centrifugacdo usando o sangue do paciente e
anticoagulantes sdo adicionados para que seja possivel a obtencdo da mesma.
Entretanto, na busca de minimizar o risco de contaminacédo, eliminar o uso de
anticoagulantes e fazer uso da capacidade de reparo autdlogo e totalmente
natural, um novo sistema, a Fibrina Rica em Plaquetas e Leucocitos (L-PRF), foi
introduzida como o primeiro concentrado sanguineo sem o uso adicional de
anticoagulantes (CHOUKROUN ET AL., 2001).(EL BAGDADI ET AL., 2017)

A Fibrina Rica em Plaquetas e Leucécitos (PRF) consiste em um
concentrado sanguineo obtido do sangue periférico venoso do paciente e
submetido ao processo de centrifugacdo de passo Unico sem a utilizacdo de

anticoagulantes ou qualquer outra substancia.(WEND ET AL., 2017) Esta matriz
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de fibrina rica com plaquetas, que contém uma reserva de células que incluem
ainda linfocitos B e T, mondcitos, células indiferenciadas e neutrdéfilos
(GHANAATI ET AL., 2014), com capacidade de liberacdo de amplo espectro de
fatores de crescimento (TGFB-1, PDGF-AB, VEGF,TSP-1) (Dohan Ehrenfest, De
Peppo, et al., 2009) e de facil manuseio, tem se mostrado eficiente como opcéo
terapéutica em diversas areas da saude (CHEN E LIU, 2016). Além destes
fatores de crescimento mencionados, as plaquetas contidas na malha de fibrina
sdo capazes de liberar algumas moléculas como von Willebrand, P-selectina,
fibrinogénio, vitronectina e fibronectina (GHANAATI ET AL., 2014).

Fibronectina, a primeira entre as glicoproteinas a ser intensamente
estudada, ¢é composta de moléculas de alto peso e desempenha papel
fundamental na montagem da matriz extracelular, na adeséao celular e conducéo,
migracdo, morfologia, organizacdo do citoesqueleto e até na transformacédo
oncogénica (LABAT-ROBERT, 2012).

O objetivo deste trabalho é realizar um estudo acerca da malha de fibrina
(PRF) em diferentes tempos de permanéncia no tubo de ensaio apos a

centrifugacao.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Histéria dos Concentrados Plaquetérios: da Fibrina a L-PRF

O uso de fibrina topica 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 confecgédo. O emprego deste derivado para
fins cirargicos 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 separacéo proteica para purificacdo da trombina
humana (RESTREPO ET AL., 2009). Porém, como o produto final era derivado
de plasma humano homélogo havia um risco potencial em relacdo a transmissao
de patdégenos, como por exemplo o virus da hepatite e logo surgiram os primeiros
casos relatados (SUNDARAM E SUNDARAM CP, 2010). Em 1974 (KUDERNA
E MATRAS, 1975) utilizaram uma mistura de solucéo crioprecipitada de plasma
autologo 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 polimerizacdo do fibrinogénio com trombina e calcio,

disponiveis para a comercializa¢do desde 1982.

Isso levou ao desenvolvimento de uma alternativa com uso de sangue
autologo chamado Plasma Rico em Plaquetas. O uso desta técnica iniciou-se
em 1975 empregando-0 como adesivo para reparos em corneas e reparo de
tecido nervoso. Despertou-se entdo 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 regeneracdo oOssea.(SUNDARAM E
SUNDARAM CP, 2010)

Apesar de todas as vantagens, o protocolo de confeccdo com varias
etapas, 0 uso de trombina bovina que ameacava a saude humana por estar

associada a algumas coagulopatias somada ao curto tempo de liberagédo de
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fatores de crescimento, levaram aos pesquisadores a busca de outra alternativa
(NANDITHA ET AL., 2017).

No inicio do século, em Nice — Franca, Choukroun e sua equipe
(CHOUKROUN ET AL., 2001) desenvolveram o que é conhecido hoje como a
segunda geracdo de concentrados plaquetarios. O protocolo de preparagéo
demonstrou-se relativamente simples, pois envolvia a coleta de sangue do
proprio paciente e imediata centrifugacdo em etapa Unica e sem aditivo de
qualquer outra substancia xenégena; assim nascia a Fibrina Rica em Plaquetas
— PRF (CHOUKROUN ET AL., 2001).

2.2 L-PRF

L-PRF consiste em um concentrado sanguineo leucoplaquetario autélogo
obtido através de venopuncédo e posterior centrifugacdo, em etapa Unica, sem
aditivo de substancias de qualquer natureza. A auséncia de anticoagulantes faz
com que haja a ativacdo em poucos minutos da maioria das plaguetas contidas
na amostra de sangue em contato com as paredes do tubo, liberando assim a
cascata de coagulacdo (DOHAN ET AL., 2006A).

O fibrinogénio que esta inicialmente concentrado na parte superior do tubo
é transformado em fibrina pela trombina circulante. Dessa forma € obtido o
coagulo de fibrina que fica na parte central do tubo, acima do tampédo de
hemacias e abaixo da porcéao acelular plasmética sobrenadante(DOHAN ET AL.,
2006A).

A L-PRF demonstra uma matriz densa de fibrina incluindo a presenca de
varias células presentes no processo inflamatério, como leucécitos e plaquetas,
combinado a uma série de proteinas plasmaticas, fatores de crescimento,
glicoproteinas e microparticulas circulantes fortemente aderidos a esta malha
fibrinosa. (DOHAN ET AL., 2006B)

A conformacéo tridimensional da malha de fibrina € capaz de mimetizar a
matriz extracelular em termos estruturais, criando um ambiente funcionalmente

otimo para a proliferacdo celular e reparo tecidual (GHANAATI ET AL., 2014),
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onde as propriedades de imuno-estimulagao e de controle da inflamagéo ja estao
clinicamente estabelecidas.(DOHAN ET AL., 2006C)

2.3 Matriz Extracelular

Matriz extracelular € um meio complexo, dindmico, composto por uma
variedade de macromoléculas pertencentes a quatro familias distintas:
colageno(s), elastina(s), glicosaminoglicanos e glicoproteinas.(LABAT-
ROBERT, 2012)Essa matriz extracelular apresenta diferentes propriedades
fisicas e bioquimicas variando de acordo com o tipo do tecido (e.g. entre o
epitélio e o tecido conjuntivo é formado a lamina basal que se trata de uma forma
especializada de ME), que tem papel-chave no comportamento celular (GAND
ET AL., 2017), no desenvolvimento morfogénico e no reparo de feridas.(MIRON-
MENDOZA ET AL., 2017).

2.4 Plaquetas

Produzidas na medula O0ssea a partir de células chamadas
megacariocitos, as plaguetas sédo células anucleadas, possuem uma membrana
composta por uma camada dupla de fosfolipideos com uma série de receptores
para diversas moléculas (colageno, trombina...), tem formato discoide,
citoplasma contendo uma grande quantidade de granulos que sao secretados
quando ativadas, tempo de vida entre 8 a 10 dias e com reconhecido papel na
hemostasia priméria e na formacgéo de trombos(DOHAN ET AL., 2006B). Além
disso, sdo importantes moduladoras em processos fisiopatolégicos incluindo a
inflamacéo e reparo tecidual.(EL BAGDADI ET AL., 2017; ETULAIN, 2018) Sua
capacidade de aderir ao tecido subendotelial exposto, agregar e facilitar a
producado de trombina fazem com que as plaquetas formem um plug hemostatico
e promova a formacdo de uma malha de fibrina e um coagulo sanguineo.
Plaquetas séo recrutadoras de leucocitos e células progenitoras nos locais de

danos vasculares e inflamacdo. Elas induzem a permeabilidade celular



27

promovem quimiotaxia e proliferacdo celular, etapas fundamentais ao reparo
tecidual.(NURDEN, 2017)

2.5 Os Principais Fatores de Crescimento

TGFB-1 (Fator de Crescimento Transformante B -1) faz parte de uma
superfamilia com mais de 30 membros, presente ndo somente nos a-granulos
plaquetarios, mas também nas sinaliza¢es intercelulares. In vitro, tem efeitos
variados, mas de modo geral, participa na inducdo da proliferacdo celular e
sintese de matrizes celulares como colageno | e fibronectina, sendo considerado
um regulador da inflamag&o.(DOHAN ET AL., 2006B)

PDGF (Fator de Crescimento Derivado das Plaguetas) sao reguladores
essenciais da migracao, proliferacdo e reproducdo da linhagem de células
mesenquimais. Dessa forma, esse fator de crescimento tem papel principal nos
mecanismos da cicatrizacao fisioldgicos e na patologia de algumas doencas (ex:
neoplasias pulmonares).(NISHIMOTO ET AL., 2015)

IGF | — Il (Fator de Crescimento semelhante a Insulina | e IlI) séo
reguladores positivos da proliferacdo e diferenciacdo da maioria dos tipos
celulares, que infelizmente incluem também os tumores. E considerado um dos
principais fatores de sobrevivéncia celular adquirido nos milhdes de anos de
evolucdo pois aumenta a proliferacdo celular mitética e blogueia a
apoptose.(FRYSTYK, 2004)

VEGF A-B (Fator de Crescimento Endotelial Vascular A-B) A angiogénese
é definida como a formagédo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pre-
existentes em um processo envolvendo migracdo e proliferagdo de células
endoteliais ja existentes. E um processo complexo e requer um delicado balango
entre promotores e inibidores. Assim o VEGF desempenha importante papel
regulador no desenvolvimento vascular fisiolégico.(DOHAN EHRENFEST, DE
PEPPO, ET AL., 2009)
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2.6 Fibrina

Fibrina é a forma ativada da molécula plasmatica do fibrinogénio. Essa
molécula fibrilar solGvel esta presente tanto no plasma quanto nos granulos-a e
tem papel determinante na agregacdo plaquetaria durante a hemostasia,
transformando-se em uma espécie de “cola biologica” capaz de manter
inicialmente o tampdao plaquetario estavel, constituindo uma malha protetora no
vaso sanguineo lesionado durante a coagulacéo. O fibrinogénio é transformado
em fibrina pela trombina tornando-se insolUvel constituindo uma matriz cicatricial

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

2.7 Fibronectina

A Fibronectina € uma proteina adesiva secretada por algumas células
que facilitam a ligacao de outras proteinas, inclusive a fibrina, da matriz
extracelular.(MIRON-MENDOZA ET AL., 2017)

A Fibronectina existe em duas conformagdes diferentes in vivo: globular
ou soluvel, presente no plasma e fluidos bioldgicos, tendo demonstrado potencial
a estimulacédo da angiogénese, reducdo da resposta inflamatoria e fechamento
de feridas(CHANTRE ET AL., 2018), e a forma fibrilar ou insollUvel, 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 cicatrizagcdo de feridas
promovendo um substrato para a adesao celular durante a formacéo do tecido
de granulacédo.(GALLI ET AL., 2016; FILLA ET AL., 2017) Alguns achados
sugerem gue as células secretam e organizam a Fibronectina em sua trajetéria
guando migram sobre a matriz de fibrina. Esses “rastros” devem entéo servir
como sinaliza¢des para outras células.(MIRON-MENDOZA ET AL., 2017)
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

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

tempos de permanéncia no tubo de ensaio apds a centrifugacéao.

3.2 Especificos

- Analisar e descrever as caracteristicas macroscopicas e morfométricas da

malha de L-PRF nos diferentes tempos;

- Avaliar, mensurar e registrar fotograficamente as marca¢bes por imuno-
histoquimica das moléculas de fibronectina nos diferentes tempos de repouso da

malha apds a centrifugacéo;

- Estudar e descrever as correlacdes clinico-laboratoriais da L-PRF obtida nos

diferentes tempos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Consideracdes Eticas da Pesquisa

O presente estudo foi APROVADO pela Comiss&o de Etica e Pesquisas -
CEP do Comité de Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas — CEDEP da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF), sob o protocolo n®
2.200.157 / 2017 CEP/CEDEP/UNIVASF e respeitou 0s principios éticos
presentes na Resolugdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012, do Conselho
Nacional de Saude/ Ministério da Saude, que regulamenta a pesquisa
envolvendo seres humanos (Brasil, 2013) e conforme a declaracéo de Helsinque

(World Medical Association Recommendation 2011).

Todos os voluntarios da pesquisa foram esclarecidos sobre o0 propdsito do
projeto, carater metodoldgico e foram convidados a participar espontaneamente
do estudo; apds o aceite eles leram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Os pesquisadores em questdo assumiram a
responsabilidade frente a privacidade e a confidencialidade dos relatos

apresentados, preservando integralmente o anonimato dos sujeitos da pesquisa.

4.2 Delineamento Experimental
4.2.1 Caracterizacdo da Amostra

A amostra foi composta pelo sangue venoso coletado de voluntéarios, do
sexo masculino, com idade entre 30 e 40 anos, com peso médio entre 70 e 80kg

e saudaveis clinicamente.

O sangue foi coletado por venopuncdo na sala preparada para a
realizacdo do experimento no Espaco Plural, campus Juazeiro da Univasf por
um cirurgido dentista, habilitado para tal atividade. Foram coletados de cada
participante voluntario 60mL de sangue distribuidos em seis (06) tubos de ensaio
de plastico com capacidade para 10mL cada, todos foram identificados

individualmente por codigos e centrifugados neste mesmo ambiente.
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A amostra foi distribuida em trés grupos como pode ser visto no

organograma (Figura 01) a seguir:

AMOSTRA
N =120mL

DOADOR 2
N = 60mL

DOADOR 1

N = 60mL

Figura 01 — Distribuicdo da amostra segundo os tempos de estudo, sendo que cada
10mL estdo acondicionados em um tubo de plastico com identificagdo codificada.
Fonte: prépria autoria, 2018.

4.2.1.1 Critérios de Inclusao

Os voluntarios que foram incluidos nesta pesquisa ndo poderiam ser
fumantes, deveriam estar com a pele integra no local da puncdo e sem
descamacbes ou lesdes aparentes; sem histérico de uso, de Aspirina e/ou
qualquer outra medicacdo que pudessem interferir na coagulacéo, nas ultimas

duas semanas que antecedessem a venopuncgao para o experimento;

4.2.1.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos da pesquisa os voluntarios que apresentaram doencgas
sistémicas tais como: diabetes ndo-controlada, doencas autoimunes, doencas
infectocontagiosas, imunodeficiéncia, insuficiéncia renal e hepética; historico de

doacdo sanguinea e/ou hemotransfusdo nos ultimos dois meses, voos ou
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mergulhos nas ultimas vinte e quatro horas e que ndo aceitassem assinar o

TCLE voluntariamente.

4.3 Coleta Sanguinea

A coleta sanguinea de cada voluntario participante da pesquisa foi
realizada por Cirurgido-Dentista, devidamente respaldado para a pratica de tal
atividade pela resolucédo 158/2015 do Conselho Federal de Odontologia (CFO).

Apos conferir o material para realizacdo da coleta, comprovando que o0s
mesmos estivessem inviolados e estéreis, prosseguiu-se a coleta. O doador
voluntario foi acomodado em posicao sentada e confortavel; orientado para a
retirada de acessorios como pulseiras e relégio do membro superior; em seguida
foi apoiado o membro superior no suporte apropriado e expondo a fossa
antecubital. Foi realizado garroteamento com dispositivo elastico na porcéo
média do braco e manualmente foram realizados movimentos ascendentes
suaves na face anterior do antebraco para melhor ingurgitamento dos vasos
sanguineos. O flebotomista realizou a assepsia de suas maos com solucéo de
clorexidine degermante a 2% e apos calcar as luvas de procedimento iniciou
assepsia prévia do local da puncdo com tecido de TNT embebido em &lcool
isopropilico 70%. A venopuncdo foi realizada na veia cefélica apds confirmacao
visual, utilizando Escalpe Safety-Lok ™ 21 G/ 7" (BD Vacutainer®) de uso
descartavel, com o bisel da agulha voltado para cima e angulagéo de 15° a 30°
em movimento Unico, podendo ser confirmado o posicionamento intravascular
da agulha através da visualizac&o do retorno venoso dentro do escalpe. Foram
coletados seis (06) tubos (BD Vacutainer® Vermelho Seco 10ml de plastico com
ativador de coagulo 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 apés a coleta do primeiro tubo. Apéds a coleta do
altimo tubo, foi removido o escalpe e realizado compressao no local da puncéo

com gaze estéril por trés minutos; sendo o voluntario orientado a néo realizar a



35

flexdo do braco e nem carregar peso no lado do braco puncionado,
momentaneamente. O escalpe foi descartado de maneira segura obedecendo a
orientacdo do fabricante quanto ao uso e depositado em coletor para material
perfurocortante. Confirmando-se a hemostasia, foi realizado curativo local
adesivado e feita a orientacdo a nao realizar esforgo intenso nas préximas duas

horas.

4.4 Centrifugacao

As amostras colhidas foram imediatamente centrifugadas durante dez
minutos a 1750 RPM (aproximadamente 200g / FCR), em uma centrifuga de
mesa modelo 80-2B com rotor fixo de 45° (Centribio® -China), tendo como limite
de tempo de dois minutos entre a coleta e o inicio da centrifugacéo calculadas
de acordo com a equacao [RCF (For¢a Centrifuga Relativa) ou Forca 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. Apds a centrifugacdo dos tubos de
nameros 1 a 6 permaneceram em repouso no interior da centrifuga, apés a
centrifugacgéo por diferentes intervalos de tempos, como descrito a seguir: Grupo
1 (G1) foi retirado da centrifuga imediatamente apés a centrifugacédo; Grupo 2
(G2) permaneceu dentro da centrifuga por sessenta (60) minutos e o Grupo 3
(G3) ficou acondicionado por cento e vinte (120) minutos (Quadro 01); apds o
tempo pré-determinado os tubos retirados da centrifuga eram manuseados para
a realizacdo da remocéo do coagulo a ser estudado.

Os coagulos removidos compreendiam a malha de L-PRF e foram
removidos de cada tubo de ensaio com auxilio da pinca Dietrich, separados do
coagulo de hemacias com uma tesoura Goldman Fox e imediatamente
colocados em um tubo tipo Eppendorf com capacidade para 50mL, preenchido
com 45mL de solucéo de formaldeido tamponado a 10% (v/v); em seguida foram
mantidos sob temperatura ambiente de 20°C, em local seco e protegido da luz
por 72 horas para posterior marcacao celular e analise histopatolégica. 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

Gl G2 G3

Quadro 01 — Apresentando o esquema de distribuicdo das amostras coletadas dos
respectivos doadores e a relacdo da amostra com o tempo estudado. Fonte: autoria
propria, 2018.

4.5 Processamento

Os tubos Eppendorf foram lacrados e acondicionados em caixa rigida
preenchendo-se 0s espacos vazios com plastico tipo bolha e enviados via
transportadora ao Laborat6rio APC Apoio em Patologia Cirdrgica (Sao Paulo/SP)
para a realizacdo do processamento e analise imuno-histoquimica. O tempo de

transportamento foi de trés dias.

Chegando ao laboratério, os tubos foram avaliados quanto a integridade
dos mesmos (Figura 2), avaliou-se possiveis vazamentos e as pecas foram
avaliadas macroscopicamente para averiguar possiveis danos. Constatou-se
gue nao houve nenhum dano durante o transporte e foi iniciado o processamento

dos mesmos.

Figura 2: Imagem demonstrando a integridade da peca formolizada no laboratério onde
foi realizada a analise imuno-histoquimica. FONTE: prépria autoria, 2018.
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4.5.1 Analise Imuno-histoquimica

Em cada espécime foram feitas 4 passagens em alcool absoluto (1 hora
em cada) trocando se o alcool por completo a cada passagem (Desidratacéo) e
feitas 2 passagens em xilol, 30 minutos cada passagem (Diafanizacao). Para a
fixacdo do espécime, foram feitas duas passagens em parafina liquida com
temperatura méaxima de 70°C de 01 hora cada. Os blocos foram colocados no
freezer a -20°C, apos o seu resfriamento, foram feitos cortes de 2 a 5 micras em
micrétomo manual (Micrétomo Leica RM 2125 RTS -Nussloch — Germany).
Foram produzidos 3 cortes (triplicata) longitudinais e centrais de cada espécime,
produzindo ao final 36 [aminas. Os cortes foram colocados em banho maria a
aproximadamente 65° C e pescados nas laminas silanizadas (Dako — CA — USA)
ja identificadas com designacao interna. As laminas foram colocadas em penais
de madeira em pé€, levadas a estufa (MEDCLAVE ES 200 — SP BR) a 80-90° C
por 120 minutos. Logo em seguida séo retiradas da estufa e colocadas para
esfriar. As laminas sdo colocadas em bercos de coloracdo para serem
distribuidas nos tanques do mdodulo de pré-tratamento com agua deionizada para
desparafinizacao, reidratacéo e recuperacao de epitopos (PT Link — Dako — CA
- USA) com a solugcéo de recuperagédo antigénica (EnVision FLEX TARGET
RETRIEVAL SOLUTION LOW pH (50x) — Dako — CA -USA) de pH baixo a
temperatura de 97°C por 40 minutos. ApoOs esta etapa, foram abertas as tampas
do PT Link, retirados os carrinhos, lavados quatro vezes com solucao tampéo
(EnVision Flex Wash Buffer 20x -Dako — CA - USA) e deixados nas cubas em
repouso. Em seguida foram retiradas as laminas dos carrinhos uma a uma em
ordem, secadas nos arredores dos fragmentos com campos cirdrgicos tomando
o devido cuidado para ndo danificar o fragmento e feito um circulo com caneta
hidrofobica ao redor do fragmento delimitando-o e distribuindo as laminas lado-
a-lado em caixa acrilica. Foi preenchido toda a area delimitada com peroxido (
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 laminas foram lavadas com solucdo tampéao e colocadas em uma caixa seca
e fechada. As caixas foram abertas, retirados o excesso de solugdo com um jato

leve de ar sobre as laminas.
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A incubagéo do anticorpo primério (Anti Fibronectin —Policlonal de Coelho
cod. ORB156875 — lot. E10525 - Biorbyt — CA — USA) foi realizada diluindo-se o
anticorpo primario com diluente DAKO com titulacéo 1:300. Foram colocadas as
laminas dentro de uma caixa acrilica, utilizando pipeta automética, foi pingado
100ul do anticorpo primario em cima do corte, incubando por 35 minutos em

temperatura ambiente.

Lavou-se novamente as laminas nas caixas acrilicas com solu¢ao tampao
e colocou-se em uma caixa seca, onde foi retirado a solucdo tampao com um
jato leve de ar sobre as laminas. Foi instilado 100pL Linker Rabbit (EnVision Flex
Rabbit — CA — USA) sobre o corte e incubado por aproximadamente 20 minutos,
lavado com solucao tampao, colocados em uma caixa seca, retirou-se o excesso
da solucdo tampdo com um jato leve de ar sobre as laminas. Pipetou-se o
polimero (EnVision Flex/ HRP — Dako- CA -USA) e deixado para incubacao por
aproximadamente 25 minutos. Lavou-se novamente as laminas nas caixas
acrilicas com solucéo tampéo e colocou-se em uma caixa seca, onde foi retirado
a solucdo tampdo com um jato leve de ar sobre as laminas. Pipetou-se
cromoégeno (EnVision Flex DAB+Chromogen, diluido em EnVision Flex
Substrate Buffer — Dako — CA - USA) e deixado em reacdo por 7 minutos. Logo
apos lavou-se as laminas com agua corrente e as mesmas colocadas em bercos.
Os bercos foram imergidos em hematoxilina (Hematoxilina de Harris - QEEL -
Quimica Especializada Erich Ltda — SP — BR) por 8 segundos e lavados em
seguida sob &gua corrente por 2 minutos. Passou-se o0s ber¢os por 4 banhos de
alcool, cada um por cerca de 15 segundos. Finalizou-se com 10 banhos em xilol,
cada um por cerca de 15 segundos. Os bercos foram colocados na maquina de

montagem de laminas (Dako Glycergel Mounting Medium — CA — USA).

4.5.2 Microscopia

Foi utilizado um microscopio trinocular Lx 500 acoplado a um sistema de
camera iVu 5000 (Labo America Inc., CA — USA) auxiliado por um software de
captura de imagens (ProRes® CapturePro versao 2.9.0.1) que ap0s a calibracéo
utilizando uma Céamara de Neubauer (hemocitémetro) (Global Optics, Dorset —
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UK) para a correta propor¢cédo de escalas, e realizado o balangco de branco
utilizando a propria ferramenta do aplicativo, as laminas foram submetidas a
analise por dois avaliadores experientes, duplo-cegos, onde foram realizadas a
varredura em cada uma das laminas sob os aumentos de 10x, 20x e 40x
respectivamente e redigidas anotagcbes discricionais sobre o0s aspectos
histomorfoldgicos. Ao fim da observacdo de cada lamina, foram realizadas
quatro fotomicrografias em aumento de 100x posicionadas e distribuidas de
maneira uniforme na regido do pelet leucoplaquetério. Cada fotomicrografia foi
delimitada com o auxilio do software por um circulo possuindo um raio de (20 +1
pum). Os avaliadores realizaram a contagem das células leucocitarias marcadas
positivamente (coloracdo acastanhada) e contagem das células leucocitarias
ndo-marcadas (coloracdo azul-arroxeada) com o auxilio do software ImageJ
(verséo 1.44p, National Institute of Health — USA). Nao foram contabilizadas as

células que néo estivessem totalmente inseridas na demarcacao.

4.6 Andlise Estatistica

Os dados foram coletados e calculados conforme descri¢cdo anterior. Em
seguida, foram codificados e transferidos para um banco de dados no Microsoft
Excel (versédo 365), onde foram tabulados. Parte das analises estatisticas foram
realizadas com auxilio do software Programa Statistical Package for Social
Science verséo 19.0.0 (SPSS 19.0.0) para Windows.

A caracterizagéo geral dos resultados foi realizada por analise descritiva
das variaveis, por meio de dados absolutos e relativos, medidas de tendéncia
central (média e mediana) e dispersao (desvio padrdo ou erro padréo), conforme

indicado nas legendas dos gréficos.

Inicialmente, foram calculadas a média dos 4 trials de coleta do estudo
para cada lamina tanto para o nimero de células “Nao Marcadas” como para
namero de células “Marcadas”. Posteriormente calculados o porcentual para

cada tipo de célula em relacéo ao total dos tipos de células (Ndo Marcadas +
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Marcadas), assim obtivemos ‘Porcentagem de células Nao 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 Nao
Marcadas foram realizados. Para os comparativos entre 0os tempos foram
utilizados testes nao-paramétricos de Kruskall-Wallis, com comparacdes
multiplas de Tukey 2 a 2 para identificar onde estdo as diferencas. Para os

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

5.1 Analise e Descricdo das Caracteristicas Macroscoépicas e Morfométricas da
Malha de L-PRF

5.1.1 Macroscopia

Macroscopicamente observamos no tubo a formacédo de trés fases. Um
sobrenadante de cor amarelo-claro na parte superior que se trata do plasma
pobre em plaquetas. Na regido intermediaria, apresenta-se o codgulo de fibrina
com consisténcia densa e elastica e de cor amarelada, medindo
aproximadamente 2,5cM (Figura 3). Na parte inferior do tubo esta presente o
tampdo ou coagulo de hemacias, fracdo esta que foi descartada em nosso
estudo. (Figura 4)
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Figura 3: Comprimento do plug de fibrina. Nota: apds a remog¢éo dos tubos os coagulos séo
geralmente manipulados sobre uma caixa inox perfurada que auxilia na pratica clinica e permite
alterar as formas dos coagulos de fibrina, fazendo com que por exemplo, possam sem modelados
em forma de membranas, pequenos émbolos ou possam sem picotados para ser usados com
outros biomateriais. FONTE: prépria autoria, 2018.
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Figura 4: Logo apds a centrifugacéo é possivel ver as trés camadas compostas pelo
sobrenadante ou plasma pobre em plaquetas, o coagulo de fibrina rica em plaquetas e
leucdcitos e o tampéo ou codgulo de hemécias. FONTE: propria autoria, 2018.

Ainda foi possivel notar no tubo a presenca do pellet! leucoplaquetario,
regido rica em células capazes de secretar uma gama de fatores de crescimento,
sendo uma regido de interesse em seu uso clinico, devendo-se ser preservada
no momento da separacdo do tampao de hemacias. (Figura 5)

! Termo em inglés que significa “pequena pedaco redondo; espécie de matéria comprimida em forma de
disco. Diciondrio Collins da Lingua Inglesa.
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Figura 5: Tubo ao ser removido da centrifuga ap6s 60 minutos, apresentando o plug fibrinoso
separado do tamp&o de hemécias. E possivel ver o pellet leucoplaquetéario (seta vermelha) e
sua distribuicdo ao longo de parte da parede do tubo (setas pretas), regido rica em células
capazes de produzir fatores de crescimento dentre outros mediadores. FONTE: prépria autoria,
2018.

As ligacBes equilaterais obtidas através de uma polimerizacdo lenta e
natural, determinantes na arquitetura tridimensional da malha de fibrina,
proporcionam um biomaterial flexivel, elastico e extremamente resistente,
caracteristicas que fazem com que seu emprego na cobertura e auxilio no reparo

de feridas seja feito em diversas areas da saude.

5.1.2 Microscopia

Na analise microscopica a L-PRF mostra-se com formato elipsoide em
Seu conjunto, apresenta uma base rica em células leucocitarias e plaguetarias
permeada por uma matriz extracelular densa e algumas estrias esbranquicadas,

distribuida ao longo da interseccéo entre esta regido e a porcéo intermediaria
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(Figura 6) constituida de uma malha de fibrina com presenca de plaquetas
distribuidas de forma levemente maior na regido central e discretamente menor

na regido apical.(Figura 7)

Figura 6: Fotomicrografia em aumento de 10x mostrando a zona intermediaria entre a porcédo
basal rica em células e a porgédo intermediaria composta pela malha de fibrina e permeado de
plaguetas. FONTE: prépria autoria, 2018.
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Figura 7: Fotomicrografia com aumento de 10x pertencente ao grupo 3 mostrando um carater
mais celular em sua regido inferior, correspondente a posicdo mais proxima ao pelet
leucoplaquetario. FONTE: prépria autoria, 2018.

Os a-Granulos contém uma série de proteinas plaqueta especificas (B-
tromboglobulina) e ndo-plagueta especificas como a fibronectina. Neste estudo
ndo foi possivel sua identificacdo no grupo 1, porém é possivel observar ndo
raramente nos grupos 2 e 3 a presenca destes granulos distribuidos na regido
de maior concentracdo leucoplaquetaria. Sdo fortemente marcados na reacao
de imuno-histoquimica para fibronectina e sdo 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 presenca de a-
granulos distribuidos junto aos leucécitos dentro da L-PRF no grupo 2 (60 minutos). FONTE:
prépria autoria, 2018.

Na regido 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 apds a centrifugacdo permite que haja uma maior

organizacao da trama fibrino-fibrilar (Figura 9).

Figura 9: Fotomicrografia com aumento de 10x dos Grupos 1 (A), 2 (B) e 3(C). Na regido central
do grupo 1 observa-se uma maior presenca de espago em brancos, sugerindo uma menor
densidade neste local. FONTE: prépria autoria, 2018.
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5.2 Avaliacdo, Mensuracao e Registro Fotografico das Marcag¢des por Imuno-
histoquimica das Moléculas de Fibronectina nos Diferentes Tempos de Repouso
da Malha apos a Centrifugacao

As trinta e seis (36) laminas obtidas foram randomizadas e avaliadas as
cegas? por um examinador experiente. Foram realizadas as contagens das
células contidas totalmente dentro da demarcacao proposta na metodologia com
um circulo de raio 20 £1 um marcadas positivamente e ndo-marcadas (Figura
10). Os dados foram tabulados e posteriormente processados para analise

estatistica.

Figura 10: Fotomicrografia com aumento de 100x (Grupo 1), mostrando a presenca de células
marcadas para a glicoproteina fibronectina (setas verdes) e células ndo-marcadas (setas
vermelhas). FONTE: propria autoria, 2018.

A tabela 2 apresenta o comparativo de células marcadas para a
glicoproteina fibronectina durante a contagem utilizando fotomicrografias das
laminas com aumento de 100x entre os tempos de G1 x G2 x G3 e os doadores
guanto 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-padrdo. O doador 1 (D1) apresentou uma diferenca estatisticamente

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

diferenca na comparacao dos demais tempos. O doador 2 (D2) apresentou uma

diferenca na contagem de células marcadas entre os trés grupos, sendo

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

estatistico. Ainda na tabela 1, a comparacao entre o nimero de células marcadas

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

G3 o D2 apresentou um numero maior comparado ao D1.

Tabela 2: Apresentacdo do percentual da contagem de células marcadas utlizando a
fotomicrografia com aumento de 100x no comparativo entre os grupos G1 x G2 x G3 e entre 0s

doadores D1 e D2.

Teste de Compa_ra(;oes Resultado
Grupo multiplas
120 Kruskall-Wallis
Doador Omin 60 min  min (p) (P)

1 Média 472 609 67,8 (0 x 60) (p)=0,063
Mediana 41,9 588 69,2 0,038* (0 x 120)(p)=0,006* (0 < 60 = 120)
Eaej;’g"g 131 63 80 (60 x 120)(p)=0,453
n 6 6 6

2 Média 53,4 685 798 (0 x 60) ()<0,001*
Mediana 544 68,8 80,5 0,001* (0 x 120)(p)<0,001* (0 < 60 < 120)
Eaej:’g'lg 38 52 30 (60x120)(p)=0,001*
n 6 5 6

Teste de Mann-
Whitney (p)
Resultado

0,310 0,052 0,004*
D1=D2 D1=D2 D1<D2

FONTE: prépria autoria, 2018.
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Figura 11: Grafico de linha com marcadores descritivos visualizando a diferenga na contagem de
células nos diferentes tempos (G1 x G2 x G3) para ambos doadores. FONTE: propria autoria,
2018.

5.3 Estudo e Descri¢do das Correlagdes Clinico-Laboratoriais da L-PRF Obtida
nos Diferentes Tempos

A densa malha de fibrina contendo grande numero de plaquetas
distribuidas em sua extenséo, servindo de arcabouco para a migracao de células
participantes da cadeia de inflamacdo, associada a um pellet extremamente
celularizado, capaz de prover sinais moduladores como fatores de crescimento
para inducdo e aceleracdo das etapas reparadoras teciduais, formam um
biomaterial autdlogo com excelentes caracteristicas bioquimicas e biofisicas
(Figura 12).
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Figura 12: Fotomicrografia de um corte histolégico de L-PRF associado a uma modelagem
computadorizada demonstrando a presenca de glicoproteinas estruturais (fibronectina) e
citocinas extrinsecas embebidas em uma matriz de fibrina. Nota-se a arquitetura estrutural das
ligagBes equivalentes formadas através de uma polimerizacdo lenta, gradativa e natural,
transformando em uma estrutura com maior resisténcia que o PRP, a exemplo. (1) Citocinas
retidas intrisicamente na rede fibrino-fibrilas; (2) Citocinas plaquetarias em solucao
(extrinsecamente associado com polimeros de fibrina); (3) Cadeiras glicanas associadas a
fibrina; (4) Fibronectina circulante; (5) Fibrina associadas com cadeiras glicanas e citocinas
intrinsecas. FONTE: Adaptado de (Dohan et al., 2006b).

O sobrenadante composto por um plasma pobre em plaquetas ndo é
incorporado a matriz de fibrina. As células vermelhas que pouco seriam Uteis no
processo de reparo tecidual também sdo desprezadas na utilizacdo do emprego
da L-PRF. Com isso os resultados obtidos microscopicamente fortificam a teoria
gue sustenta o uso da L-PRF na prética clinica, além de ser sugestivo o
posicionamento da extremidade contendo o pelet leucoplaquetario na area de

maior relevancia durante sua aplicabilidade clinico-cirargica (Figura 13).
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Figura 13: Fotomicrografia com aumento de 10x em um corte histolégico do grupo 3
demonstrando além da grande quantidade de leucdcitos e plaguetas no local, uma alta taxa de
marcacao celular positiva para fibronectina. FONTE: propria autoria, 2018.
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6. DISCUSSAO

Avancos no entendimento de biomateriais com capacidade regenerativa
e as funcdes que estes desempenham na formacdo de novos tecidos abrem
fronteiras para o desenvolvimento de estudos com células-tronco (SOUZA ET
AL., 2018), matrizes extracelulares e formulaces enriquecidas com fatores de
crescimento enddégeno(CASAGRANDE ET AL., 2009; CHEN E LIU, 2016) A
exemplo deste ultimo, 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 centrifugas compactas, duracdo do
procedimento, baixo custo comparado a outros concentrados plaquetarios,
técnica simples, bom volume final de matriz fibrinosa comparado ao volume
inicial de volume sanguineo coletado (maior que 25%), eficiéncia na captacao de
plaguetas e leucdcitos para a matriz (maior que 80%), preservacao de forma
saudavel do componente leucoplaquetario, alta densidade da rede de fibrina e
alta concentracdo de fibrinogénio, além de obter-se um tipo de polimerizacédo de
ligacdes resistentes (trimolecular).

A FCR e o tempo de centrifugagédo sao elementos chaves que podem
modificar a estrutura e composicéo celular da L-PRF. Os primeiros protocolos
utilizavam forcas que variavam entre 60G a 966G e tempos de centrifugacéo que
alcancavam até 14 minutos (DOHAN ET AL., 2006B; GHANAATI ET AL., 2014;
MIRON ET AL., 2017). No presente estudo foi utilizada uma forca 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 inflamatdrias, plaquetas e

maior liberacdo de fatores de crescimento.

Quando observamos através da microscopia o nivel de organizagcdo do
coagulo, a distribuicéo celular supra-fisioldgica, o potencial de um produto capaz

de agregar um scaffold® a permitir um meio para a propagacédo celular e um

3 Termo vastamente utilizado na literatura de lingua inglesa que significa “estrutura semelhante a um
andaime que serve de plataforma temporaria na qual trabalhadores podem construir ou reparar partes
altas de edificio. Dicionario Collins da Lingua Inglesa.
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centro (pellet leucoplaquetério) produtor de mediadores e fatores de crescimento
ja discutido na literatura (DOHAN EHRENFEST, DE PEPPO, ET AL., 2009),
sugerindo ser uma vantagem biolégica quando comparamos ao uso de outros
agregados plaquetarios (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 didametros reduzidos, o que faz com que este agregado possa
ser utilizado durante procedimentos cirdrgicos, porém com dissolugdo muito
rapida, semelhante a cola de fibrina, ndo permitindo tempo suficiente para

migracédo celular para o scaffold criado.

A liberacdo de mediadores quimiotaxicos 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
migracdo celular, controle do processo inflamatorio e até mesmo na
imunomodulacdo (DOHAN ET AL., 2006C). Nesse aspecto, foi possivel
demonstrar neste estudo que a liberagéo de a-granulos, ricos em proteinas como
a fibronectina, apo6s curtos periodos de tempo (120 minutos) antes da
manipulacdo dos codagulos e utilizacdo no leito cirirgico pode acelerar o
processo de liberacdo de mediadores, com isso o profissional pode programar o
inicio da coleta sanguinea de acordo com a perspectiva de tempo necessario
para a aplicacao clinico-cirdrgica no paciente. Sao necessarios estudos clinicos

para comprovacao da hipétese.

A importédncia dos a-granulos presentes nas fotomicrografias
apresentadas nos resultados é baseada em trabalhos cientificos (DIGIOVANNI
E PETRICEK, 2010) e apontam que fatores de crescimento como o PDGF séo
liberados por estes granulos nas fases precoces do reparo tecidual tendo um
potencial para o recrutamento de varias outras células como fibroblastos, células

mesenquimais indiferenciadas e osteoblastos.

Segundo (DOHAN ET AL., 2006C) demonstrando a fun¢ao das citocinas
(ex: interleucinas) e o papel no controle da inflamacdo, além do poder de

angiogénese atribuido principalmente aos altos indices de VEGF, pode-se
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considerar a L-PRF como participante na reagdo imunolégica capaz de estimular
mecanismos de defesa. A presenca dos a-granulos encontrados nos cortes
histolégicos do presente trabalho vem ao encontro destes achados e sugere que
a permanéncia de 120 minutos de repouso dos tubos apds a centrifugacéo possa
trazer beneficios na aplicabilidade, necessitando tal afirmacdo de estudos

clinicos para comprovacéao da teoria.

Diversos autores tém demonstrado a importancia clinica no uso da L-PRF
com trabalhos de revisGes sistematicas e meta-analises (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 centrifugacdo e processamento. A avaliacdo da permanéncia
minima dos tubos em repouso apos o fim da centrifugacdo pode contribuir com
melhoria no emprego da L-PRF visto acreditar-se numa melhor organizacdo da
malha de fibrina e melhor liberacdo de mediadores quimiotaxicos como pode ser

observado nos cortes histoldgicos dos grupos 2 e 3.

O papel da fibronectina no auxilio a propagacdo 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 a fibronectina e
impede a adeséo celular, onde desta forma as células que apresentaram esse
anticorpo ndo se propagaram na matriz de fibrina. Foi possivel confirmar, com o
auxilio da marcacdo imuno-histoquimica, a presenca de moléculas da
glicoproteina fibronectina distribuidas ao longo do corte histolégico
representante da L-PRF, principalmente no pellet leucoplaquetéario (buffy coat)*4,
confirmando a descricdo de (DOHAN ET AL., 2006B), onde os autores afirmam
haver uma maior quantidade de plaquetas, consequentemente uma maior

liberacao de citocinas, como a fibronectina e a vitronectina.

Nos ultimos anos, L-PRF tem ganhado énfase em diversas linhas de
pesquisa e apresentado uma variedade de aplicacbes clinicas em diversas

areas. Na Odontologia tem sido usado no tratamento de alvéolos pds-extracéo

4Xtermo em inglés que significa “camada de cor clara na parte superior de um coagulo
sanguineo. Dicionario Collins da Lingua Inglesa
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(KUMAR ET AL., 2015; OZGUL ET AL., 2015; AL-HAMED ET AL., 2017,
CANELLAS ET AL., 2017), recessoOes gengivais (KECELI et al., 2015; AMINE et
al., 2018), fechamento de fendas palatinas (FEMMINELLA ET AL., 2016; EL-
AHMADY ET AL., 2018), cirurgias parendoddnticas (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 ulceracdes de dificil remissdo como Ulceras em pé diabético e
Ulceras varicosas de membros inferiores, defeitos de tecidos moles em face,
colecistecomia laparoscopica, uretroplastias (GUINOT ET AL., 2014) sulco
nasolabial profundo, cicatrizes por acne, ruptura do manguito rotador e até
perfuragbes timpanicas traumaticas (FU ET AL., 2016). Diante da vasta
aplicabilidade juntamente com resultados preliminares in vitro obtidos neste
estudo, encorajamos novas pesquisas para comprovacdo in vivo da
possibilidade de aceleracdo no reparo tecidual utilizando-se a L-PRF ap6s um

tempo minimo de repouso apés a centrifugacao.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nessa dissertacdo de mestrado,
pode-se concluir que existe uma distribuicdo da glicoproteina fibronectina ao
longo do coagulo de L-PRF, prevalentemente na regido do pellet
leucoplaquetério. Foi possivel observar nos diferentes tempos de permanéncia
dos tubos em repouso apés a centrifugacdo que houve diferenca significante
estatisticamente quanto ao grupo 3 (120 minutos). Ainda foi possivel observar
gue nos grupos 2 (60 minutos) e 3 (120 minutos) houve uma melhor organizacéo

da malha de fibrina e o aparecimento de a-granulos no meio intra e extra-celular.

Trata-se de um estudo in vitro de um agregado plaguetario que possui
diversas variaveis, sendo necessario estudos com maiores tempos de
permanéncia e marcacdo para outras glicoproteinas. Ainda se acredita na
necessidade de outras pesquisas in vivo para comprovacdo das hipéteses

sugeridas na presente pesquisa.
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9. APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “AVALIACAO MORFOMETRICA IN VITRO DA
FIBRONECTINA EM AMOSTRAS DE L-PRF. ESTUDO IMUNO-
HISTOQUIMICO”

Nome do (a) Pesquisador (a): PEDRO HENRIQUE DE SOUZA LOPES

Nome do (a) Orientador (a): PROF2 MARCIA BENTO MOREIRA

1. Natureza da pesquisa: o sra (sr.) esta sendo convidada (0) a participar desta
pesquisa que tem como finalidade  analisar as possiveis diferencas
microscopicas e imuno-histoquimicas entre hemoderivados proveniente do
sangue periférico produzidos apés centrifugacdo com o intuito de comprovar a
eficacia do procedimento, tornando-o mais acessivel sendo portanto passivel de
execucdo em Universidades, rede credenciada SUS etc. Os voluntarios seréo
levados, apds o término das atividades académicas do periodo matutino, para a
realizacdo da puncéo venosa (retiradas de sangue do brago) que tera a duracdo
de aproximadamente 01 (hum) minuto na sala preparada no Espaco Plural,
campus Juazeiro — BA da UNIVASF sendo que o trajeto da UNIVASF -
Laboratorio Laboratorio — UNIVASF sera realizado com carro oficial da
Universidade.

2. Participantes da pesquisa: 02 (dois) participantes

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo a sra (sr) permitira
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 prejuizo
para a sra (sr.) bem como podera retirar consentimento para a guarda e
utilizacdo do material biol6gico sendo possivel retirar a qualquer momento pelo
proprietario as amostras. Tera o direito de pedir indenizagéo caso se sinta lesado
através de acao na justica comum. Sempre que quiser podera pedir mais
informacBes sobre a pesquisa através do telefone do (a) pesquisador (a) do
projeto e, se necessario através do telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

4. Sobre as entrevistas: ---

5. Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa nao infringe as normas
legais e éticas, tendo como possivel desconforto o momento da puncao (picada)
para a retirada do sangue, podendo ter como complicacdes incomuns, porém
documentadas na literatura: 1- Flebite
todo tipo de inflamacé&o da parede das veias; 2- Extravasamento e 3- Hematoma.
Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em
Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolucédo no. 466/12 do Conselho
Nacional de Saude. No intuito de minimizar 0s riscos previstos na participacao
do presente projeto por parte do publico alvo foi convidado um profissional da
area de Odontologia com experiéncia em puncdo venosa. Nenhum dos
procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade. Ao participante voluntario
da pesquisa sera 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 reunido juntamente com
o0 pesquisador principal e o profissional responsavel pela flebotomia para
constatacao dos fatos e tomadas de providéncia.

6. Confidencialidade: todas as informagfOes coletadas neste estudo séo
estritamente confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e seu (sua) orientador
() (elou equipe de pesquisa) terdo conhecimento de sua identidade e nos
comprometemos a manté-la em sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa.
"O material biolégico ao término da pesquisa sera descartado pelo técnico
responsavel do Espaco Plural, campus Juazeiro — BA da UNIVASF juntamente
com o material de descarte deste laboratério do seguindo os protocolos de
biossegurancga utilizados no proprio estabelecimento.”

7. Beneficios: ao participar desta pesquisa o voluntério recebera a assisténcia
integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for necessario em caso de
danos decorrentes da pesquisa e tera beneficios diretos e indiretos, sendo eles:
Indireto: esperamos que este estudo traga informacdes importantes sobre a
comprovacdo do uso de centrifugas disponiveis no sistema publico para a
utilizacao da técnica que visa implementar a cicatrizacdo, reparo e reconstrucao
de tecidos moles, cobertura de feridas, auxilio na regeneracdo éssea etc, de
forma que o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa
ampliar o uso da técnica tanto no servico privado quanto no servico publico,
desde que haja profissionais capacitados e 0 minimo de estrutura necessaria,
onde pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos, respeitando-
se o sigilo das informacdes coletadas, conforme previsto no item anterior. Direto:
Além disto, a sra. (sr.) recebera os resultados do exame hematoldgico
(hemograma), teré aferida sua pressao arterial no momento da coleta sanguinea
e sera disponibilizado uma pequena refei¢do (lanche) ap6s o exame.

8. Pagamento: a sra (sr.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta
pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacdo. No entanto, em caso
de despesas e/ou danos inesperados decorrentes da participagdo na pesquisa,
os voluntéarios serdo indenizados pelos pesquisadores responsaveis.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para
participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, 0s itens que se sequem:
a- Autorizo a execucao do trabalho de pesquisa;
b- Divulgacdo 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 paginas por ambos.

Obs: N&o assine esse termo se ainda tiver davida a respeito.
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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 Comité de Etica em Pesquisa: Professor Alvaro Rego
Millen Neto

Vice-Coordenadora: Deuzilane Muniz Nunes

Telefone do Comité: 87 2101-6896

E-mail cedep@univasf.edu.br
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10.ANEXO A

FUNDACAOQ UNIVERSIDADE
FEDERAL DO VALE DO SA0 & Wﬂtﬂ
FRANCISCO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: OEITENQﬁD DE FIBRINA LEUCOPLAQUETARIA AUTOLOGA UTILIZANDO DUAS
CEMTRIFUGAS DISTINTAS: estudo imunchistogquimico comparativo
Pesquigador: PEDRO HENRIQUE DE SOUZA LOPES

Area Tematica:

Versdao: 3

CAAE: 84235917.0.0000.5196

Instituigiao Proponente: UMIVASF
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADDS DO PARECER

Miamero do Parecer: 2 200157

Apresentacio do Projeto:
1. Os pesquisadores apresentaram carta resposta com as modificagdes adequadas no projeto de pesquisa;

Objetivo da Pesquisa:

2. Os objefivos estio bem delineados, sdo exequiveis, estdo em acordo com a metodologia proposta e
podem ser atingidos no prazo estipulado pelo eronograma.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

3. Foi realizada uma andlise dos riscos pertinents, com previsdo de estratégias para minimiza-los, assim
como foram apresentades os potenciais beneficios que a pesquisa pode propiciar aos seus participantes.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesguisa:

4. O projeto foi comigido & atende aos aspectos &ticos de protegdo aos participantes da pesquisa.
Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

5. Todos os termos de apresentagdo obrigatoria foram apresentados adequadaments.

Recomendagies:
6. Recomenda-se a aprovagio do protocolo de pesquisa.

Enderego:  Avenida José de 53 Manigoba, sin

Bairro:  Centro CEP: 58.304-205
UF: PE Municipio: FETROLINA
Telefone: (£712101-8806 Fax: (BT)i2101-6204 E-mail: cedep@univast.edu.br
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FUNDACAO UNIVERSIDADE
FEDERAL DO VALE DO SAQ
FRANCISCO

Continuagdo do Parecer 2.200.157

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:
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Qo

7. O projeto foi comigido e atende aos aspectos éticos de protecdo aos participantes da pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

E com satisfagio que informamos formalmente a V3. Sr. que o projeto "GETEN{;,&D DE FIBRIMA

LEUCOPLAQUETARIA AUTOLOGA UTILIZANDO DUAS CENTRIFU

GAS DISTINTAS:

estudo

imunchistoquimico comparativo” foi aprovado pelo Comité de Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas
(CEDEP) da UMIVASF. A partir de agora, portanto, o vosso projeto pode dar inicio & fase pratica ou
experimental. Informamos ainda gue no prazo maximo de 1 (um) anc a contar desta data devera ser enviado

a este comité um relatario sucinto sobre 0 andamento da pesquisa.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Amuivo Postagem Autor Situagdo
Informagoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/0772017 Aceito
do Projeto ROJETO 859362 pdf 15:22-47
TCLE/ Termos de | TCLE_170717.pdf 21/07/2017 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
Assentimento / 15:22:22 |DE SOUZA LOPES
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| projeto1 70717 pdf 210772017 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
Brochura 15:22:10  |DE SOUZA LOPES
Investigador
Cutros Carta_resposta_aocCEP1T70717 pdf 21/07/12017 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
151931 |DE SOUZA LOPES

Oufros Cartaresposta.pdf 03/04/2017 |Clean Sa Aceito
16:54:51

Cronograma CRONCOGRAMADEEXECUCAD pdf 01/04/2017 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
14:13:52 |DE SOUZA LOPES

Oufros Carta_respostaCEP . pdf 01/04/2017 [PEDRO HEMRIQUE | Aceito
141323 |DE SOUZA LOPES

Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 01/04/2017 [PEDRO HEMRIQUE | Aceito

Brochura 14:10:48 |DE SOUZA LOPES

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_D10417 pdf 01/04/2017 [PEDRO HEMRIQUE | Aceito

Assentimento / 14:08:389 |DE SOUZA LOPES

Justificativa de

Auséncia

Declaragéo de Taemodecompromisso.pdf 31/01/2017 [Clean Sa Aceito

Pesquisadores 17:46:27

Orcamento ORCAMENTO. pdf 3012017 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
16:42:54 |DE SOUZA LOPES

Enderego:  Avernida José de 53 Manigoba, sin

Bairmo: Cenfro CEP: 55.304-205
UF: PE Municipio: FETROLINA
Telefone: (57)2101-8806 Fax: (BT)2101-6824 E-mail: cedep@univas? edubr
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FRANCISCO
Continuagio do Parscer 2.200.157

Declarago de Temo_de_Sigilo.pdf 31/01/2017 |PEDRO HENRIQUE | Aceito
Pesquisadores 16:42:11 | DE SOUZA LOPES
Declarag@o de CARTADEANUENCIA pdf 31/01/2017 |PEDRO HENRIQUE | Aceito
Insfituigdo e 16:41:31 |DE SOUZA LOPES
Infrasstrutura
Folha de Rosto FOLHADEROSTO pdf 31/01/2017 |PEDRO HENRIQUE | Aceito

16:37:29 [DE SOUZA LOPES

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
M&o
PETROLIMNA, 03 de Agosto de 2017

Assinado por:

DEUZILAME MUNIZ HUMES
{Coordenador)

Enderego:  Avenida José de 33 Manigoba. sin

Bairra: Cenfro CEP: 58.304-205

UF: PE Municipio: PETROLINA

Telefone: (57)2101-8805 Fax: (B7)2101-68:08 E-mail: cedepfunivas’edubr
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ANEXO B

~

UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SA0 FRANCISCO
Programa de Pos-Groduagdo em Extensdo Rural — PPGExR
Cdmara Interdisciplinar Temdtica | - Politicas Publicas & Desenvolvimento

Juazeiro/BA, 20 de fevereiro de 2018.

CARTA DE ANUENCIA PARA DESENVOLVIMENTO DE PESQUISA

Autorizo o desenvolvimento da  pesguisa  intitulada “"AVALUACAO
MORFOMETRICA IN VITRO DA FIBRONECTINA EM AMOSTRAS DE L-PRF: ESTUDO
IMUNOISTOQUIMICO" no campus sede do Programa de Pds-Graduacio em Extensdo
Rural (Espaco Plural), localizado no municipio de Juazeiro, estado da Bahia.

A presente pesquisa podera ser realizada na sala nimero 10 do prédio de salas
de aula e laboratdrios do Espaco Plural e deverda ser realizada pelo pesquisador
responsavel, Pedro Henrigue de Souza Lopes, aluno do Programa de Pos-graduacdo
Ciéncias da Sadde Bioldgicas, nivel de Mestrado Académico, da Universidade Federal do
Vale do 530 Francisco (PPGCSE/UNIVASF); durante o periodo de fevereiro a julho do ano
corrente.

A pesquisa tem como objetivo principal avaliar a influéncda do tempo de
permanéncia dos tubos contendo plugs de PRF em repouso apos a centrifugacdo quanto
a molécula de fibronectina.

Fica autorizado o acesso ao campus sede deste mestrado os participantes da
pesguisa bem como o pesquisador principal e sua equipe. Ao mesmo tempo, pedimos
que o nome deste 6rgdo possa constar no trabalho de conclusdo da pesquisa, seja em

vias de dissertagdo ou em artigo previsto para futuras publicagdes.

Atenciosamente,

‘1}‘) \.r\: WLVO—

Profa. Dra. Marcia Bento Moreira

Coordenadora do Programa de Pds-Graduagao em Extensdo Rural
Universidade Federal do Vale do 530 Francisco

www. pgextensacrural.univasf.edu.br

B& 210 ¥m 04 — Rodovia Juazeiro, Sobradinho, Bairmo Malhada da Areia, CEP: 48909-210 — Juazeino/Ba
FOME: 74 3611-72 06 E-MAIL: cpgexr@univasf.edu br SITE: http:/'www. pgextensaorural. univasf.edubr



