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RESUMO

A Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos, do inglés Leukocyte and Platelet-Rich
Fibrin (L-PRF) tem sido utilizada como reguladora do processo cicatricial por ser
importante fonte de citocinas e fatores de crescimento. O L-PRF é um produto
autdlogo oriundo da centrifugagdo de amostras sanguineas. O sucesso da
técnica esta intrinsecamente relacionado aos protocolos de processamento do
sangue coletado e do tipo de centrifuga utilizada. Este estudo teve como objetivo
avaliar comparativamente macro e microscopicamente pela técnica da
hematoxilina/eosina (H/E) a formag&o da membrana/ coagulo de L-PRF em dois
modelos diferentes de centrifugas, a Intra Spin -Intra-Lock e a centrifuga
Montserrat. Foram utilizadas 4 amostras de sangue de 8 voluntarios saudaveis
submetidos a cirurgia de reabilitagcdo com implantes dentarios. Dois tipos de
centrifuga com diferentes protocolos de centrifugagéo foram utilizados. No grupo
1 da centrifuga Montserrat foram utilizadas 400g de forgca centrifuga por 10
minutos, 27°C e 2700 de rpm, ja no grupo 2 da centrifuga Intra Spin -Intra-Lock
foram utilizadas 400g de forga centrifuga por 12 minutos, 27°C e 2700 de rpm.
O sangue foi coletado rapidamente e distribuido de forma randomizada nas
centrifugas. Ao final foram obtidos 32 L-PRFs coagulos/ membranas. Em
seguida, as pecas foram registradas e encaminhadas para analise
macroscopica, das variaveis de pesos e tamanhos dos coagulos/membranas de
L-PRFs e peso do sobrenadante/coagulo de glébulos vermelhos remanescentes
nos tubos. Em seguida, os espécimes foram processados para a técnica
histologica de rotina (H/E). Cada Iamina foi dividida em trés areas de tamanho
igual: Proximal (Cabeca e Face), Centro (Corpo) e Distal (Cauda) e analisadas
semi-quantitativamente para a presenca de leucdcitos. Os resultados
demonstraram que as membranas produzidas na centrifuga Intra Spin - Intra-
Lock apresentam presenca de leucdcitos em pelo menos 2 areas
concomitantemente (62,5%) (p= 0,003). Em relagao a intensidade de leucdécitos
(p=0,012), porcentagem de leucécitos (p=0,037), distribuicdo de leucdcitos
(p=0,005) e localizagao de leucdcitos (p=0,037) ambas foram estatisticamente
maiores na areas centrais das membranas de L-PRFs produzidas na centrifuga
Intra Spin -Intra-Lock quando comparadas as areas centrais das produzidas na
Montserrat. No que se refere as caracteristicas macroscépicas, em nenhum dos
L-PRFs produzidas pelas duas centrifugas foram encontradas diferengas
estatisticamente relevantes. Sugere-se entdo que os diferentes protocolos
influenciam na presenca e distribuicdo dos leucdcitos entre as membranas de L-
PRFs. Novos estudos devem ser realizados para ampliar essa caracterizagao.

Palavras-chave: Fibrina Rica em Plaquetas, Plasma Rico em Plaquetas,
Medicina Regenerativa, Cicatrizagao.



ABSTRACT

Leukocyte and Platelet-Rich Fibrin (L-PRF) has been used as a regulator of the
healing process because it is an important source of cytokines and growth
factors. L-PRF is an autologous product from the centrifugation of blood samples.
The success of the technique is intrinsically related to the blood processing
protocols collected and the type of used centrifuge. This study aimed to evaluate,
comparatively macro and microscopically using the hematoxylin/eosin (H/E)
technique, the formation of the L-PRF membrane/clot in two different models of
centrifuges, the Intra-Spin - Intra-Lock and the Montserrat centrifuge. Four blood
samples were used from 8 healthy volunteers who underwent rehabilitation
surgery with dental implants. Two types of centrifuge with different centrifugation
protocols were used. In group 1 of the Montserrat centrifuge, 400gm of centrifugal
force at 10 minutes, 27°C and 2700 rpm were used, while in group 2 of the Intra-
Spin Intra-Lock centrifuge, 400g of centrifugal force at 12 minutes, 27°C and
2700 rpm were used. The blood was collected quickly and randomly distributed
in the centrifuges. At the end, 32 clot/membrane L-PRFs were obtained. Then,
the pieces were registered and sent for macroscopic analysis, of the variables of
weights and sizes of clots/membranes of L-PRFs and weight of the
supernatant/clot of red blood cells remaining in the tubes. Then, the specimens
were processed for routine histological technique (H/E). Each slide was divided
into three areas of equal size: Proximal (Head and Face), Center (Body) and
Distal (Tail), andw was analyzed semiquantitatively for the presence of
leukocytes. The results demonstrate that the membranes produced in the Intra-
Spin - Intra-Lock centrifuge present leukocytes in, at least, 2 areas
simultaneously (62.5%) (p = 0.003). Regarding leukocyte intensity (p = 0.012),
leukocyte percentage (p = 0.037), leukocyte distribution (p = 0.005) and leukocyte
location (p = 0.037), both were statistically higher in the central areas of the L-
PRFs produced in the Intra-Spin - Intra-Lock centrifuge when compared to the
central areas of those produced in Montserrat. With regard to macroscopic
characteristics, no statistically relevant differences were found in any of the L-
PRFs produced by the two centrifuges. It is suggested that the different protocols
influence the presence and distribution of leukocytes between the membranes of
L-PRFs. New studies must be carried out to expand this characterization.

Key-words: Platelet-Rich Fibrin, Platelet-Rich Plasma, Regenerative Medicine,
Healing.
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1 INTRODUGAO

Um dos grandes desafios nas ultimas décadas, tem sido desenvolver
protocolos de aditivos cirurgicos bioativos que possam regular o processo
inflamatdrio e acelerar o reparo tecidual. Nesse contexto, o uso de biomateriais
enriquecidos com plaquetas tem proporcionado 6timos resultados, estando em
evidéncia a Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos (L-PRF), que possui trés
componentes principais em sua composicdo capazes de favorecer a
regeneragao tecidual, incluindo células autdlogas (leucdcitos e plaquetas), um
arcabouco tridimensional provisorio da matriz extracelular fabricado a partir da
fibrina autdloga e uma infinidade de moléculas bioativas (citocinas e fatores de

crescimentos) (Dohan Ehrenfest et al., 2017).

Apesar do processo de reparo nao ser ainda completamente
compreendido, sabe-se que as plaquetas desempenham um papel importante
tanto na hemostasia como nos processos de reparo tecidual (Dohan Ehrenfest
et al., 2017), estas possuem fatores de crescimento responsaveis pela mitose
celular, inducéao de diferenciagao celular e aumento na produgado de colageno
(Dohan Ehrenfest et al., 2017). Entdo, depreende-se que as estratégias
terapéuticas realizadas com a utilizacdo de concentrados plaquetarios visam a
aceleracao dos efeitos desses fatores de crescimento contidos nas plaquetas,
as quais ja sao vistas ha muito tempo como uma das principais iniciadoras do

processo de reparo tecidual (Dohan Ehrenfest et al., 2017)

Em anos mais recentes, os concentrados de plaquetas (CPs) para uso
cirurgico vem sendo cada vez mais estudados, visando otimizar a sua forma e
aplicabilidade cirurgica. Os CPs correspondem a produtos autégenos
preparados através da centrifugacdo de amostra de sangue do paciente, que
permite que os componentes ricos em fatores de crescimento, fibrina e leucdcitos
sejam coletados e, em seguida, preparados para uma forma passivel de uso
clinico (DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009).

Descrita inicialmente por Choukroun et al. (2001) na Franga, a L-PRF
(Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos) caracterizada como uma verdadeira

matriz cicatricial autdloga € considerada uma tecnologia de concentrado
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plaquetario de segunda geragéo por se tratar de uma técnica mais simples e com
um custo mais inferior, sendo muito diferente dos inUmeros outros protocolos
existente até o momento, como por exemplo o Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
(DOHAN et al., 2006a). Nessa técnica desenvolvida por Choukroun et al. (2001),
o sangue foi coletado sem adicdo de anticoagulante em tubos de 10ml e
centrifugados imediatamente a 2700 RPM por 12 minutos utilizando uma
centrifuga de mesa PC-02 e um kit de coleta da Process (Nice, Franga), levando
a formagao de um coagulo de PRF no meio do tubo. Como nao houve a adigéo
de agente anticoagulante, o processo de coagulacéo ocorreu naturalmente logo
apos o sangue entrar em contato com a parede do tubo coletor (DOHAN et al.,
2006a).

Dessa maneira, o sucesso da técnica de preparo da L-PRF depende do
rapido e eficiente processamento do sangue coletado. Apds a centrifugagao
ocorre uma separagao do sangue em trés fases. A primeira fase mais superficial
€ a do plasma acelular, a segunda fase mais intermediaria corresponde ao
coagulo de L-PRF e a fase mais profunda seria a da série das células vermelhas
(DOHAN et al., 2006a). A PRF é considerado um biomaterial solido (DEL
CORSO; SAMMARTINO; DOHAN EHRENFEST, 2009; DOHAN EHRENFEST
et al., 2010a; MAZOR et al., 2009; SIMONPIERI et al., 2011) e um coagulo
sanguineo natural otimizado (DOHAN, 2010; DOHAN EHRENFEST et al.,
2010b)

A simplicidade da técnica para obtencido da L-PRF e consequentemente
a maior acessibilidade do uso deste concentrado em procedimento cirurgicos de
rotina, permite a aquisigdo de um concentrado plaquetario autélogo sem adicao
de nenhum tipo de anticoagulante para uso clinico, o que é visto como umas das
grandes vantagens deste concentrado em relagdo a outros concentrados
plaquetarios (DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009).

Apods a evidente evolugao dos estudos a respeito da L-PRF, ja surgiram
na literatura diversas variagées sobre os diferentes modelos de centrifugas e
consequentemente diferentes protocolos que podem ser utilizados para este
meétodo. Diante desse contexto, estdo surgindo questionamentos no que diz

respeito as grandes diferengas que vem sendo encontradas nos materiais de L-
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PRFs produzidos por diferentes centrifugas/ protocolos. Como por exemplo, em
relacdo a qualidade, tamanho e peso dos coagulos adquiridos e a sua influéncia
no reparo tecidual (DOHAN, 2010). Até o momento, estudos que caracterizem o
efeito de diferentes modelos de centrifugas na confeccdo dos

coagulos/membranas de L-PRFs sao escassos na literatura.

Recentemente, alguns estudos foram publicados visando investigar
diferentes parametros utilizados em diferentes modelos de centrifugas que
possam vir a interferir na qualidade dos coagulos/membranas de L-PRFs. Como
as vibragdes mecénicas que aparecem durante a centrifugagcdo em diferentes
modelos de centrifugas de mesa usados para produzir L-PRF e o impacto das
caracteristicas da centrifuga na arquitetura celular e de fibrina de um coagulo/
membrana de L-PRF (DOHAN EHRENFEST et al., 2014a, 2014b, 2017; DOHAN
EHRENFEST, DAVID M DEL CORSO et al., 2014).

Levando em consideragdao que diversas caracteristicas das centrifugas
podem interferir de alguma forma no resultado biolégico da L-PRF final, este
estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas macroscopicas e
microscopicas do coagulo/ membrana de L-PRF em dois modelos de
centrifugas, a Intra Spin -Intra-Lock e a centrifuga nacional Montserrat. As
hipéteses nulas testadas no presente estudo foram: 1- Ha diferencas
macroscopicas dos coagulos/membranas de L-PRFs produzidas nos dois
modelos de centrifugas; e 2- Ha diferengas microscépicas dos

coagulos/membranas de L-PRFs produzidas nos dois modelos de centrifugas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO DOS CONCENTRADOS PLAQUETARIOS

A historia dessas tecnologias com os materiais autélogos derivados do
sangue comega com os adesivos de fibrina que foram desenvolvidos ha mais de
40 anos (MATRAS, 1970). O desenvolvimento das colas de fibrinas ocorreu pela
necessidade de adjuvantes cirurgicos para melhorar a cicatrizagao e controlar o
sangramento difuso. Sendo a primeira matriz de coagulagao, a fibrina € um

elemento-chave do processo de cicatrizagdo (GIBBLE; NESS, 1990).

Tendo sido comercializada pela primeira vez no final do ano de 1970, a
cola de fibrina foi o primeiro aditivo cirirgico a ser comercializado na Europa
(PRAKASH; THAKUR, 2011). Este aditivo cirurgico que tem como base a fibrina
€ resultado da polimerizagdo do fibrinogénio com adi¢do de trombina e calcio.
Na cascata de coagulagdo sua principal caracteristica € mimetizar os seus
estagios finais, agindo de forma independente a partir dos mecanismos internos
desse processo. Entdo, mesmo se existir defeitos no processo da coagulagéo, a
hemostase sera alcangada (DOHAN EHRENFEST et al., 2010b; DOHAN
EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009).

Essas colas poderiam ser utilizadas em muitos tecidos sem oferecer
grandes riscos, além de terem sido projetadas visando melhorar a cicatrizagao e
a neoangiogénese no local lesado (DEL CORSO et al., 2012). Os profissionais
da area da cirurgia oral e maxilofacial tem aplicado esses produtos (MATRAS,
1982; PAIROT TAYAPONGSAK, BRIEN; MONTEIRO; ARCEO-DIAZ, 1994)
considerados como uma ferramenta polimoérfica e adaptativa, um adjuvante
cirargico perfeito, que auxilia no processo natural de coagulagdo (DEL CORSO
et al., 2012).

O alto custo de preparacao desses referidos materiais motivou a evolugao
das colas de fibrinas para os concentrados plaquetarios (CPs), por serem
preparagdes autologas, onde a presenca das plaquetas reforgaria a arquitetura
do gel de fibrina. Entdo, o conceito dos CPs foi descrito inicialmente para

tratamento de ulceras cutaneas na cirurgia plastica (KNIGHTON et al., 1988,
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1990, 1986) e depois difundido no ramo das cirurgias bucomaxilofaciais
(WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997).

Neste contexto, em 1997 surgiu como opgao na medicina regenerativa, o
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) introduzido como concentrados de plaquetas
para utilizacdo em procedimentos cirurgicos orais, como uma formulagao em gel,
derivados da centrifugacao do sangue total com utilizagdo de trombina bovina e
cloreto de calcio (CaCl2) (WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997).

A importancia dos fatores de crescimento (FC) nesses concentrados ja foi
descrita, sendo que a sua liberagdo pode ocorrer pela ativagdo de algumas
substancias como a trombina, o cloreto de calcio (CaCl2), o colageno ou a
adenosina 5c-difosfato (MARX et al., 1998).

O PRP ¢ resultado da modificagao de cola de fibrina fruto da centrifugacao
de sangue do proprio paciente, ou seja, o resultado disso € uma concentragao
plaquetaria superior aos valores basais do sangue periférico. A sua aplicagdo em
feridas proporciona um aumento significativo do numero de fatores de
crescimento na zona lesada. Dessa forma, uma fonte autdloga de mediadores
estimulariam a reparacado do tecido, modulando a inflamacéo, permitindo uma
homeostasia eficaz, acelerando o processo de reparo dos tecidos moles e duros
(ALBANESE et al., 2013; DESARDA et al., 2013; DOHAN EHRENFEST et al.,
2014a; DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009;
FIORAVANTI et al., 2016; MARX et al., 1998; RAJA; NAIDU, 2008; SOOD et al.,
2012; VAHABI et al., 2015; WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997; WU et al., 2012).

No principio, as pesquisas demonstraram que o PRP era efetivo no que
dizia respeito a aceleragao do processo de cicatrizacéo e reparo 6sseo e tecidual
em cirurgias orais. E, isso evidenciou o fato de que varios fatores de crescimento

estavam contidos em niveis bastante elevados no PRP (MARX et al., 1998).

No entanto, com o passar do tempo foram evidenciadas diversas
limitagdes como a baixa eficiéncia de manuseio do sangue, a técnica em si que
era demorada e, portanto, exigia o uso adicional de fatores anticoagulantes como
trombina bovina ou cloreto de calcio (CaCl2), ambos inibidores conhecidos da
cicatrizacdo de feridas. E, com isso, a possibilidade de desenvolvimento de
anticorpos tanto de anti-trombina como (DOHAN EHRENFEST et al., 2010b;



21

MASUKI et al., 2016; PRAKASH; THAKUR, 2011) de anti-fatores V e Xl devido
a utilizagdo de trombina (geralmente bovina) ficaram evidentes. Além disso, a
possibilidade de reagdo imunoldgica de corpo estranho devido a presenga de
fator V na trombina utilizada também se tornou uma realidade com a utilizagao
deste concentrado (DOHAN EHRENFEST et al., 2010b; MASUKI et al., 2016;
PRAKASH; THAKUR, 2011).

Como uma resposta as limitagdes evidentes do PRP, surgiu na Franga no
ano de 2001 outra familia de concentrados plaquetarios desenvolvidos por
Joseph Choukroun et al., a Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) que pertence a uma
nova geragao de concentrado imunoldgico e plaquetario, considerado por muitos
como o método mais promissor para muitas aplicagdes, por conta da
simplicidade da sua técnica e por ser um concentrado totalmente autdlogo
(CHOUKROUN et al., 2001).

Atualmente, essa técnica é considerada a mais simples e com o protocolo
menos dispendioso, na qual o sangue € coletado sem nenhum tipo de
anticoagulante como o citrato de sodio, ndo requer aquecimento nem ativador
como o cloreto de calcio ou trombina bovina e é imediatamente centrifugado sem
manipulagdo para criar uma matriz de fibrina. A técnica da PRF produz um
coagulo sanguineo natural otimizado, preparado em uma forma clinicamente
utilizavel (DOHAN EHRENFEST et al., 2010b). Este gel de PRF é muito forte e
libera durante mais de 7 dias grandes quantidades de importantes moléculas de
coagulagao e cicatrizagao e fatores de crescimento (DOHAN EHRENFEST et
al., 2012, 2009).

Devido a diversidade de protocolos para a produgao de concentrados
plaquetarios eles foram categorizados em 4 familias, dependendo do conteudo
de leucécitos e da arquitetura da fibrina: Plasma Rico em Plaquetas Puro (P-
PRP), Plasma Rico em Plaquetas e Leucdcitos (L-PRP), Fibrina Rica em
Plaquetas Pura (P-PRF) e Fibrina Rica em Leucdcitos e Plaquetas (L-PRF)
(DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009).

O P-PRP e o L-PRP foram classificados como sendo suspensdes liquidas
de plaquetas, respectivamente sem e com leucdcitos. Estas, podem ser usadas

como suspensao injetavel e apds a sua ativagao (com trombina, cloreto de calcio
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ou outros agentes), tornando-se géis de fibrina com uma polimerizagao
incompleta do fibrinogénio e uma arquitetura final fraca da fibrina (DOHAN
EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009; FERNANDEZ-BARBERO
et al., 2006).

O P-PRF e o L-PRF foram classificados como biomateriais de fibrina
s6lidos com e sem a presenca de leucoécitos. Em ambos, a ativacdo de plaquetas
faz parte do processo de producéo destes concentrados e pode ser realizada de
maneira natural (L-PRF) ou artificial (P-PRF). No entanto, sempre ocorre durante
a centrifugacdo e demanda uma forte arquitetura final de fibrina (DOHAN
EHRENFEST et al, 2010b; DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON;
ALBREKTSSON, 2009).

2.2 FIBRINA RICA EM LEUCOCITOS E PLAQUETAS (L-PRF)

A Fibrina Rica em Leucdcitos e Plaquetas (L-PRF) foi descrita
inicialmente na Franga por Joseph Choukroun et al. para uso especifico em
cirurgia oral e maxilo-facial (CHOUKROUN et al., 2001). A L-PRF também
conhecida como PRF de Choukroun é considerada a segunda geragédo de
concentrados plaquetarios por se tratar de uma técnica muito diferente dos
inumeros outros protocolos, sendo 0 mais simples e mais barato em comparagao
com os demais concentrados existentes até o momento (DOHAN et al., 2006b,
2006¢, 2006a; DOHAN; CORSO; CHARRIER, 2007).

Segundo o protocolo estabelecido por Choukroun et. al (2001), o sangue
venoso autélogo € coletado e processado sem nenhum tipo de anticoagulante
em tubos de 10ml que sao imediatamente centrifugados a 2700 rpm (rotagdes
por minuto), 750g (for¢a centrifuga), por 12 min. Esta técnica foi criada em 2000,
utilizando uma centrifuga de mesa PC-02 e um kit de coleta da Process (Nice,
Franga) (CHOUKROUN et al., 2001).

Neste protocolo n&o ha adicdo de agente anticoagulante, trombina ou
cloridrato de calcio, o que implica a ativagdo em poucos minutos da maioria das

plaguetas da amostra de sangue em contato com as paredes do tubo coletor e
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a consequente ativacao da via intrinseca da cascata de coagulacéo, o que leva
a formagao de um coagulo de fibrina natural (DOHAN et al., 2006a). Entao, trés
camadas sao formadas no tubo de colheita: uma base de glébulos vermelhos no
fundo, o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) na forma de sobrenadante e um
coagulo de PRF no meio do tubo, em que estdo contidos a maioria das plaquetas
e leucdcitos (figura 1) (DOHAN EHRENFEST et al., 2010b; DOHAN
EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009).

Figura 1: Tubo de L-PRF demonstrando as trés
camadas produzidas

Base de
glébulos
vermelhos

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

O coagulo de PRF obtido apresenta uma arquitetura tridimensional
complexa, onde concentra mais de 97% das plaquetas e mais de 50% dos
leucocitos (DOHAN EHRENFEST et al., 2010b), o que o torna um biomaterial
fundamental na hemostase (ARUNACHALAM; PULIKKOTIL; SONIA, 2016;
FUJIOKA-KOBAYASHI; MIRON, 2017). Esse coagulo pode sofrer uma
compressao suave entre duas gazes ou com a utilizagao de kits especificos, para

que se torne uma membrana de L-PRF forte e com alto potencial para a
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aplicagao clinica (DOHAN et al., 2006a, 2006c), como também em relagéo a
engenharia de tecidos (CHOUKROUN et al., 2007).

Dentro desta membrana/coagulo de PRF pode-se observar trés
componentes principais que serdo vistos como auxiliadores no processo da
regeneragao tecidual, incluindo células autdlogas (leucdcitos e plaquetas), um
arcabouco tridimensional provisério da matriz extracelular fabricado a partir da
fibrina autdloga e uma infinidade de moléculas bioativas. Todos estes
componentes sao de suma importancia no processo de cicatrizagao de feridas
(ADAMSON, 2009; CHOUKROUN et al., 2006a; DOHAN et al., 2006c, 2006b,
2006a).

Uma das grandes diferengas a nivel celular dos concentrados de PRF e
PRP gira em torno dessa incorporacao de leucocitos que pode ser vista no PRF.
Estas células sdo fundamentais na regulagdo imunolégica (KAWAZOE; KIM,
2012; PERUT et al., 2013; PIRRACO; REIS; MARQUES, 2012), além de
desempenharem um papel muito importante durante a integragcéo do tecido ao
biomaterial do hospedeiro (DAVIS et al., 2014a; GHASEMZADEH; HOSSEINI,
2015; MIRON; BOSSHARDT, 2016).

A falta de anticoagulantes, permite a formagao da matriz de fibrina
diferenciando o PRF do PRP. E, apesar ter sido vista no passado simplesmente
como um transportador para fatores de crescimento e células, a matriz de fibrina
com o tempo demostrou ser uma caracteristica principal do PRF. Por ter sua
atuacdo como uma matriz de fibrina polimerizada em uma estrutura tetra
molecular na incorporacao de plaquetas, leucdcitos e citocinas e na presenca de
células-tronco circulantes, a matriz PRF € um componente chave da cicatrizagao
de feridas teciduais (CHOUKROUN et al., 2006a).

A terceira principal vantagem da PRF & o fato de conter algumas
citocinas e fatores naturais de crescimento na sua matriz, como: Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), Fator de Crescimento Transformador
Beta-1 (TGF- B1), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGFs), Fator
de Crescimento de Fibroblastos (bFGF), Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina-1 (IGF-1), Interleucina (IL) -1pB, IL-6, IL-4 e Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-a) (DEL CORSO et al., 2012; HE et al., 2009; KANG et al., 2011). A
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presenca de bFGF, PDGF e VEGF no coagulo/membrana de L-PRF justifica o
seu papel importantissimo na neoformacao tecidual, devido ao grande potencial
na angiogénese (CHOUKROUN et al., 2006a).

Deste modo, € possivel observar que a combinacdo da presenca de
células hospedeiras, da matriz de fibrina tridimensional e de fatores de
crescimento no PRF atuam como componentes-chave que auxiliam no processo
da regeneragao tecidual (ADAMSON, 2009; CHOUKROUN et al.,, 2006a;
DOHAN et al., 2006a, 2006c, 2006b).

2.2.1 A-PRF e i-PRF

Posteriormente, surgiu o A-PRF, do inglés Advanced platelet-rich fibrin,
uma versdo modificada do PRF que é considerado um coagulo de fibrina mais
leve, mais curto e mais estreito do que o PRF original, por possuir um protocolo
de centrifugacao de baixa velocidade e por ser composto por um niumero maior
de leucécitos (ISOBE et al., 2017; MASUKI et al., 2016).

Estudos mostram que este protocolo do A-PRF (1500 rpm, 100g de forga
centrifuga, 14min) leva a um melhor aprisionamento de linfécitos B e T e a uma
distribuicdo mais uniforme de plaquetas e neutrdfilos. Além disso, ha relatos de
que no A-PRF o numero de plaquetas € superior quando comparado com o L-
PRF (DOHAN EHRENFEST et al., 2014b). Clinicamente, isso pode-se traduzir
numa maior liberacdo de fatores de crescimento, contudo, a literatura ainda é
limitada em relagdo a comparacao entre os dois protocolos e sdo necessarios
gue mais estudos sejam feitos para verificar os beneficios e limitagdes do A- PRF
quando comparado ao L-PRF (KOBAYASHI et al., 2016).

Em se tratando da Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel (i-PRF), uma das
principais limitacbes relatadas do PRF tradicional tem sido a sua dificil
combinagdo com os biomateriais 0sseos, por conta da sua consisténcia de
arcaboucos de fibrina. Por conta disso, o PRF injetavel (i-PRF) foi criado, visando
suprir esta dificuldade, sem ter a necessidade da utilizacdo de anticoagulantes
(WANG et al., 2017).
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O i-PRF por ser um concentrado que é produzido com protocolo de
centrifugacgéo a velocidade mais lenta (600 rpm, 47 g de forga centrifuga, 8 min),
pode ser facilmente misturado a biomateriais, formando uma rede de fibrina apos
ser misturado a eles e auxiliando a estabilidade do biomaterial nos

procedimentos de regeneracao tecidual (WANG et al., 2017).

2.2.2 Hemostasia e Coagulagao

A hemostasia baseia-se na formagao do coagulo que ocorre apds o
bloqueio do sangramento causado pela vasoconstriccdo. Tendo como objetivo,
reduzir ou interromper o fluxo de sangue no lumen do vaso até que ocorra o
reparo da lesdo, para que assim o sangue fique contido e se mantenha em
estado fluido dentro desse lumen. O processo hemostatico é bastante efetivo e
envolve basicamente trés elementos principais: endotélio, plaquetas e cascata
de coagulacao (SILVERTHORN, 2010). Do mesmo modo, pode-se dizer que a
hemostasia ocorre em trés estagios: hemostasia primaria, hemostasia
secundaria e retragdo do trombo (GUYTON & HALL, 2006).

Na hemostasia primaria, a lesdo no vaso sanguineo vai atuar como um
agente causador da vasoconstricgdo arteriolar transitéria, que acarreta a
diminuicdo do fluxo sanguineo no local da lesdo. Isto ocorre por meio de
mecanismos neurogénicos reflexos (resposta central) e sdo potencializados pela
producdo de endotelinas, potentes vasoconstrictores derivados do endotélio
(resposta local). A vasoconstriccdo diminui a perda de sangue além de viabilizar
uma resposta mais eficiente nos processos de coagulagdo e de agregacao
plaquetaria (SILVERTHORN, 2010).

Ao final desta primeira fase de vasoconstriccdo, ocorre a formacao do
tampao plaquetario que define o inicio da hemostasia secundaria. No principio,
ocorre adesao plaquetaria, onde as plaquetas se aderem ao colageno e esta
adesao é regulada pelo fator von Willebrand (FvW), proteina sintetizada pelas
células do endotélio (GUYTON & HALL, 2006).

O FVW se mantém preso a matriz extracelular (MEC) através de

interagcbes com o colageno e com as plaquetas. Apds ativadas, as plaquetas
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liberam por exocitose o ADP (adenosina difosfato), tromboxano e outras
substancias quimicas. Em seguida, o ADP e o tromboxano induzem a agregacéao
plaquetaria adicional pela ligagéo de receptores ao fibrinogénio. Essa agregacgao
plaquetaria preenche o defeito vascular, formando um tampao plaquetario frouxo
(GUYTON & HALL, 2006).

O inicio da cascata de coagulagao se da através da presenca de colageno
e de outros fatores nos tecidos, onde as proteinas inativas do plasma sanguineo
sao transformadas em fatores de coagulagao (enzimas ativas). Desse modo, o
tampéo plaquetario (coagulo) sera reforcado, ja que a enzima trombina
convertera o fibrinogénio em fibrina. Sendo a fibrina o resultado de um
emaranhado de reag¢des enzimaticas que circunda fatores de coagulagao, co-
fatores nao enzimaticos, calcio e fosfolipideos provenientes de membrana,
especialmente de plaquetas (SILVERTHORN, 2010).

Sabe-se que no quesito da reparagéao de feridas, a fibrina ocupa um lugar
substancial em relacdo a hemostasia, no entanto, a fibrina também favorece uma
matriz para deslocamento de fibroblastos e de células do endotélio que estao
envoltos no processo da formacdo de novos vasos (angiogénese) e sao

responsaveis pela remodelagédo de novos tecidos (SILVERTHORN, 2010).

A fibrina age potencializando o coagulo plaquetario primario, a forga
elastica € ampliada pelos polimeros de fibrina, através do fator Xllla que converte
a2-antiplasmina em fibrina, além de proteger o coagulo contra fibrindlise. No
entanto, sabe-se que a fibrindlise € um requisito basico para o processo da
hemostasia. Entdo, o Ativador de Plasminogénio Tecidual (APT) liberado pelas
células do endotélio, transforma plasminogénio em plasmina (uma protease) e
ao final da reparagao do vaso sanguineo a plasmina é responsavel por dissolver
o coagulo retraido (SILVERTHORN, 2010).

2.2.3 Cicatrizacao e regeneragéo tecidual
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O processo de cicatrizagao de feridas pode ser compreendido como uma
variedade de eventos celulares, mediados através de proteinas de sinalizacao
e, por se tratar de um processo complexo pode ser dividido em trés fases:
inflamataria, proliferativa e de remodelacgao. A primeira fase se inicia no momento
do ferimento e dura entre 24 e 48 horas. Nesse momento, ha uma interacao
dindmica entre as células endoteliais, as citocinas e a matriz extracelular (MEC),
em que a deposi¢ao bem controlada de fatores de crescimento visa acelerar o
processo de cicatrizagao de feridas (GUO; DIPIETRO, 2010).

O sangue sera responsavel por fornecer todas as células, proteinas e
moléculas necessarias para viabilizar o sucesso desse processo. Sendo assim,
uma vez que a ferida ocorre, 0 sangue comega a coagular dentro de alguns
minutos para conseguir conter o sangramento e uma das principais células
envolvidas neste processo sado as plaquetas, responsaveis por regularem a
hemostasia através da formacgao dos coagulos de fibrina. As plaquetas, além de
liberarem citocinas liberam fatores de crescimentos que iniciam e sustentam o
processo de cicatrizagdo ao atrairem macréfagos e neutrofilos para o local que
precisa ser reparado (GUO; DIPIETRO, 2010; TONNESEN; FENG; CLARK,
2000).

No terceiro dia comecga a fase proliferativa, onde o coagulo de sangue
de dentro da lesdo contém uma matriz proviséria para a migragcéo celular,
enquanto o coagulo do interior do lumen do vaso contribui para a continuidade
da hemostasia (TONNESEN; FENG; CLARK, 2000). Os fibroblastos comegam a
produzir colageno de forma aleatéria e, depois disso, ocorre a angiogénese ao
mesmo tempo que a lesdo comecga a se estabilizar. Na fase de maturacao de
colageno e contracédo (fase final de remodelagdo), ocorre a substituicdo do
colageno por fibrilas de colageno organizadas, que proporcionam maior
resisténcia ao local lesado onde ocorre a regeneracao tecidual (GURTNER et
al., 2008).
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Figura 2: Trés fases da regeneracao tecidular (a) Fase Inflamatéria; (b) Fase Proliferativa; (c)
Fase de Remodelacéo.
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Fonte: Adaptado de: Gurtner, Werner, Barrandon, Longaker, 2008

Neste processo, sao considerados como principais componentes
sanguineos o plasma, globulos vermelhos, globulos brancos e as plaquetas,
sendo que as plaquetas sao as células consideradas como cruciais no processo
da cicatrizacdo. Estas, sdo consideradas como responsaveis pela ativacao e
liberagao de diversos fatores de crescimento, fatores de coagulagdo, moléculas
de adeséao, citocinas e também fatores angiogénicos, permitindo dessa forma
que ocorra o recrutamento e atividade de fibroblastos e leucécitos, macrofagos
e de células-tronco mesenquimais (MSCs). Apos a ativagao das plaquetas e as
subsequentes libera¢gdes no coagulo dos fatores de crescimento, de coagulagao
e das citocinas, isso resultara em reparo tecidual, remodelamento de vasos e
regeneragao dos tecidos (EMING et al.,, 2007; GOSAIN; DIPIETRO, 2004;
TONNESEN; FENG; CLARK, 2000).

Entdo, as terapias realizadas com concentrados plaquetarios foram

desenvolvidas, visando acelerar de maneira natural a regeneragcdo das
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plaquetas contidas no sangue. Onde, as aplicagbes clinicas do L-PRF sao
baseadas em quatro eventos fundamentais do processo de cicatrizagao:
angiogénese, controle imunoldgico, aproveitamento de células-tronco
circulantes e recobrimento da lesdo por epitélio (CHOUKROUN et al., 2001).
Apos a centrifugacao, o PRF final consiste em um concentrado natural de
glébulos brancos, plaquetas e fibrina. Estes concentrados de PRF, como dito
anteriormente, contém 97% de plaquetas e mais de 50% de leucdcitos em uma
rede de fibrina de alta densidade quando comparados a porcentagem de sangue
total (DOHAN EHRENFEST et al., 2010b).

2.2.4 Rede tridimensional de fibrina

A fibrina é a forma ativada de uma molécula plasmatica chamada
fibrinogénio (MOSESSON; SIEBENLIST; MEH, 2001), que € considerado o
substrato final de todas as reag¢des de coagulagao e por ser uma proteina soluvel
€ transformado em fibrina insoluvel pela trombina, enquanto o gel de fibrina
polimerizada forma a primeira matriz cicatricial da ferida local (CLARK, 2001;
HINSBERGH; COLLEN; KOOLWIJK, 2006).

No PRF encontra-se um conjunto de propriedades incluindo células e
fatores de crescimento presos em uma matriz de fibrina tridimensional, que agem
de maneira simultanea, acarretando um aumento rapido da reparagao tecidual.
Esta molécula fibrilar soluvel estda massivamente presente tanto no plasma como
nas plaguetas e desempenha um papel determinante na agregacgéao plaquetaria
durante a hemostase, sendo capaz de fortalecer o agrupamento inicial de
plaquetas, formando, assim, uma barreira de protecdo ao longo de violagcbes
vasculares durante o processo de coagulacdo (CLARK, 2001). A rede de fibrina
apresenta uma organizagao especialmente homogénea, tridimensional e ainda

mais coerente do que os coagulos de fibrina naturais (DOHAN et al., 2006c¢).

Pode-se considerar que o coagulo/membrana de PRF contém inumeras
vantagens adicionais, afinal baseia-se em um conjunto de citocinas, cadeias

glicanas e glicoproteinas estruturais envolvidas dentro de uma rede de fibrina
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lentamente polimerizada. Os fatores de crescimento que estdo presos a esta
rede de fibrina influenciam a matriz extracelular (MEC), permitindo assim a
migracgao, divisdo e alteragédo fenotipica das células do endotélio, levando a
formagao de novos vasos (angiogénese) (BURNOUF et al., 2013; KOBAYASHI
et al., 2016).

Na estrutura do PRF as plaquetas ficam aprisionadas de maneira
condensada dentro da rede de fibrina e os fatores de crescimento permanecem
dentro dessa malha tridimensional. Posteriormente, ocorrera uma liberacao lenta
e gradual desses fatores de crescimento (DOHAN et al., 2006¢). Também pode-
se observar que no coagulo de PRF, a fibrina ira agir junto com a fibronectina
(glicoproteina de elevado peso molecular) como uma matriz provisoéria, visando
recrutar células como mondcitos, fibroblastos e células endoteliais para o local
que foi lesado (HINSBERGH; COLLEN; KOOLWIJK, 2006).

2.2.5 Principais fatores de crescimento

O sangue deve ser visto como principal local de armazenamento para
diversos fatores de crescimento responsaveis por ocasionar a angiogénese e a
regeneracgao de tecidos envolvidos no processo de cicatrizacao de feridas. Estes
fatores de crescimento existem como precursores parcialmente ativos ou
inativos que precisam sofrer ativagao proteolitica e/ou serem ligados a moléculas
da matriz para assim realizarem sua atividade ou para serem devidamente
estabilizados (CLARK, 2001).

Sabe-se que os concentrados de plaquetas fornecem muitos fatores de
crescimento autélogos simultaneamente. Durante o processamento da PRF por
centrifugacgéo as plaquetas sao ativadas e apdos sofrerem degranulagdo maciga,
ocorre uma liberagdo significativa de citocinas. Dessa forma, o PRF,
diferentemente dos outros concentrados plaquetarios, € capaz de liberar de

maneira progressiva citocinas no decorrer da remodelagado de fibrina, e isto
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justifica as propriedades de regeneracao tecidual que podem ser observadas na
membrana/coagulo de PRF (DOHAN et al., 2006c¢).

As plaquetas e macroéfagos liberam uma abundancia de fatores, dentre
os principais, estdo: o Fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-$1) que
€ a principal isoforma produzida pelo TGF beta, sendo o melhor indutor de
cicatrizacao fibrosa entre todas as citocinas. O TGF-f1 estimula a quimiotaxia
de fibroblastos, assim como a produgao de colageno e de fibronectina, enquanto
inibe a degradacao de colageno por diminuigdo das proteases e aumenta os
inibidores das proteases, tudo isto favorecendo, assim, a fibrogénese. Também
€ um fator que ira inibir a formacao dos osteoclastos e a reabsorgcéo 6ssea, o

que favorece a formacgao 6ssea sobre a reabsorgao (CLARK, 2001).

Os fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs) s&o os
primeiros fatores de crescimentos presentes em uma ferida, iniciando a
cicatrizagao do tecido conjuntivo, incluindo a regeneracgao e reparagao do 0sso.
Sendo considerados reguladores cruciais para a migragao, proliferacao e
sobrevivéncia das células mesenquimais além de promoverem a produgao de
colageno para remodelamento da MEC durante a cicatrizagdo (LUCARELLI et
al., 2003; ROSENKRANZ; KAZLAUSKAS, 1999). As plaquetas sé&o
consideradas as principais fontes de PDGFs e estes sdao acumulados em
quantidades grandes na matriz de PRF sendo considerados umas das
importantes moléculas que serdo liberadas ao longo do tempo do PRF de
maneira lenta e gradual, por possuirem uma meia-vida extremamente curta. As
principais atividades do PDGFs incluem mitogénese (aumento da populagao de
células de cicatrizagdo), a angiogénese (mitoses endoteliais em capilares
funcionais) e ativagdo de macrofagos (desbridamento do local da ferida)
(ADAMSON, 2009; DAVIS et al., 2014a, 2014b; GHASEMZADEH; HOSSEINI,
2015; TSIROGIANNI; MOUTSOPOULOS; MOUTSOPOULOQS, 2006).

O VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) esta relacionado ao
PDGF e foi descrito como o fator de crescimento mais importante no que se
refere a angiogénese dos tecidos, acarretando a formagcdo de novos vasos
sanguineos e, consequentemente um aumento do fluxo de sangue e de
nutrientes no local lesionado (KATO et al., 2005; LOZITO et al., 2009). O VEGF

tem resultados importantes em relacdo ao remodelamento de tecidos e a
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incorporagao desse fator de crescimento humano recombinante em biomateriais
0sseos tem indicado um aumento na neoformacgao 6ssea, salientando os efeitos
rapidos e importantes do VEGF (SHAMLOO; XU; HEILSHORN, 2012).

Ja o Fator de crescimento epidérmico (EGF) corresponde a uma familia
responsavel por aumentar a formagao de epitélio e diminuir exacerbadamente o
processo cicatricial global quando utilizado, além de ser responsavel por induzir
a formacéao de novos vasos, a quimiotaxia de células do endotélio e a mitose de
células mesenquimais. Sendo que a maioria dos tipos de células humanas,
inclusive aquelas que desempenham um papel bastante importante durante a
cicatrizagdo, como queratinécitos, células do endotélio e fibroblastos expressam
o receptor de EGF (BABENSEE; MCINTIRE; MIKOS, 2000).

Por fim, os Fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs) séo
reguladores positivos da proliferacédo e diferenciagdo da maioria das células,
incluindo as células tumorais. Estes, sao liberados pelas plaquetas durante sua
ativacao e degranulagao e estimulam a diferenciagao e a mitogénese das células
mesenquimais. Apesar de os IGFs serem mediadores proliferativos de células,
formam o maior eixo da regulagdo da morte celular programada (apoptose),
através da indugdo de sinais de sobrevivéncia que protege as células de varios
estimulos apoptoticos matriciais (GIANNOBILE et al., 1996).

2.3 PRF — EVIDENCIAS CLINICAS DO POTENCIAL BIOLOGICO

O PRF é um biomaterial autélogo que tem ganhado cada vez mais
visibilidade desde a ultima década. E muito utilizado em diversas areas,
apresentando inumeras aplicabilidades em odontologia, cirurgia plastica e no
ramo da otorrinolaringologia (MIRON et al., 2017; VINAYA KUMAR;
SHUBHASHINI, 2013).

Choukroun e os seus colaboradores, foram os primeiros a descrever o
L-PRF como sendo uma membrana/coagulo com capacidade de promover a
regeneragdo Ossea relacionada a colocagdo de implantes dentarios
(CHOUKROUN et al., 2006b). Tal abordagem foi estendida para o ramo de
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cirurgias periodontais estéticas, enxertos de alvéolos no pds-operatorio,
endodontia regenerativa, dentre outras. As aplicagdes clinicas do L-PRF tém um
carater amplo, no entanto torna-se necessario um conhecimento cada vez mais
preciso a respeito deste concentrado, para entender a sua eficacia e seus limites
e assim otimizar o uso deste na pratica clinica odontolégica (MARCO DEL
CORSO; MICHAEL TOFFLER; DAVID M. DOHAN EHRENFEST, 2010).

Alguns estudos demonstram que na odontologia, a membrana de L-PRF
pode prover efeitos clinicos muito positivos no tratamento de defeitos nos tecidos
periodontais de suporte (AJWANI et al., 2015; CHANDRADAS et al., 2016),
estimular a cicatrizagdo de tecidos moles e duros (KOTSAKIS et al., 2016;
MARENZI et al., 2015), auxiliar na diminuigdo dos casos de alveolites pés-
exodontias(KUMAR et al., 2015), interferir positivamente no ganho de tecido
0sseo em cirurgias pré-protéticas e na osseointegracao de implantes dentarios
(CASTRO et al., 2017; ONCU; ERBEYOGLU, 2019).

2.3.1 Implantodontia

Na area da implantodontia, o uso de modalidades de carater
regenerativo tém se tornado algo cada vez mais rotineiro e uma lista ampla de
biomateriais vém sendo usada constantemente, dentre eles estdo as
membranas de barreira, os diferentes materiais de enxertos 6sseos e fatores de
crescimento bioativos que agem como facilitadores no processo de regeneragéo
tecidular. Entre a variedades de procedimentos de regeneragao utilizados
destaca-se o PRF que, € um indutor da velocidade de regeneragao de tecidos
por possuir uma quantidade supra-fisiolégica de fatores de crescimentos
autélogos (MIRON et al., 2017).

Grandes dificuldades encontradas na cirurgia para colocacdo de
implantes dentarios estdo relacionadas a proximidade com estruturas
anatbmicas importantes, como canal mandibular e seio maxilar e a quantidade
de osso no local para a correta instalagédo do mesmo. Diante disso, visando sanar

essas dificuldades, existem determinados procedimentos cirurgicos que podem
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ser realizados previamente ou mesmo durante a instalagdo de implantes, como
enxertos de seio e a regeneragado 0ssea guiada (AROCA et al., 2009; RAJA;
NAIDU, 2008).

Neste sentido, é importante ressaltar que as caracteristicas positivas da
L-PRF quando associadas a enxertos 0sseos e a biomateriais no que se refere
aos processos de regeneragao tecidual, podem ser ainda mais significativas
(CHOUKROUN et al., 2006b). A adicao de PRF aos enxertos € vista como uma
oportunidade de desenvolver um tratamento que melhore a integragcado desses
substitutos 6ésseos com os enxertos utilizados nos tratamentos de reabilitacao

com implantes dentarios.

A fibrina rica em leucdcitos e plaquetas possui um grande potencial
angiogénico, retém as ceélulas-tronco circulantes e da protegdo a ferida por
cobertura epitelial. Os diversos fatores de crescimento que se encontram neste
concentrado tém como potencial estimular o reparo 6sseo e propiciar que
fibroblastos se proliferem. Ressalta-se ainda a melhor vascularizagao dos
tecidos, formacao de colageno e mitose de osteoblastos, células endoteliais e
mesenquimais proporcionado pelo L-PRF. (MARRELLI; TATULLO, 2013;
SUAREZ-LOPEZ DEL AMO et al., 2015).

Na literatura recente encontra-se cada vez mais estudos que tem
demonstrado uma relacéo positiva existente entre a combinagao do uso do PRF
com aloenxertos durante cirurgia para colocagdo de implantes dentarios e
cirurgia de levantamento de seio maxilar, promovendo assim uma regeneragao
O0ssea de melhor qualidade, mais rapida e segura (DRAGONAS et al., 2019;
SIMONPIERI et al., 2012).

Desde modo, é cabivel dizer que a utilizaggo do PRF como um
coadjuvante na cirurgia de colocagao de implantes dentarios deve ser visto como
algo que pode trazer bastante beneficios, pois auxilia na preservacao dos
contornos dos tecidos periodontais e na neoformacdo 6ssea ao redor dos
implantes colocados, além de ajudar na cicatrizagao, no controle da inflamagéao
e ser um auxiliador na formagdo do periodonto de suporte (MARRELLI;
TATULLO, 2013).
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2.4 A INFLUENCIA DOS TIPOS DE CENTRIFUGAS NA PRODUGAO DOS L-

PRFs

Como ja foi visto, o L-PRF é um concentrado de plaquetas e leucdcitos
que pode ser facilmente preparado e utilizado diariamente na pratica clinica
médica e odontolégica (DOHAN et al., 2006a). No protocolo de Choukroun foi
utilizado uma centrifuga de mesa e um kit de coleta da Process (Nice, Franga),
onde, as amostras sanguineas foram colhidas em tubos de 10ml sem
anticoagulantes, que foram imediatamente centrifugados a 2700 rpm
(aproximadamente 7509 de forga centrifuga relativa (RCF)) por 12 minutos. Apos
isso, os coagulos de L-PRFs obtidos foram removidos do tubo coletor e utilizados

conforme necessario (DOHAN et al., 2006a).

Apesar do protocolo de Choukroun ter sido bem delineado, muitas
publicagdes relatam algumas discrepancias na producdo de diferentes
coagulos/membranas de L-PRFs e isso se justifica pelo fato dos métodos
prescritos ndo terem sido seguidos. Uma das grandes diferengas relatadas
refere-se a falha no uso da centrifuga especifica, mas principalmente em ter sido
utilizado uma forga centrifuga especifica (750g) mesmo no caso da utilizagao de
um outro tipo de centrifuga (AGARWAL et al., 2013; ANILKUMAR et al., 2009;
SINGH; BHARTI, 2013).

Pode-se observar também que em muitas publicacbes, a RCF nem
sequer é citada e, ao invés disso, apenas o tempo e a velocidade da centrifuga
sao relatados. Ocorre assim, um desvio muito grande do protocolo original, ja
que a RCF é completamente subestimada (AGARWAL et al., 2013; ANILKUMAR
et al., 2009; SINGH; BHARTI, 2013).

As centrifugas séo equipamentos que aplicam a forga centrifuga relativa
para separar as particulas de uma solugdo. O funcionamento das centrifugas
baseia-se em colocar amostras em rotacdo em torno de um eixo fixo (OSWALD,
2009). A forga centrifuga relativa (RCF) ou forga gravitacional (Forga G) pode ser
definida como a quantidade de for¢ca de aceleragdo que sera aplicada em uma

amostra durante a centrifugacdo. A unidade de medida da RCF ¢ g que equivale
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a aceleragao da gravidade na superficie da terra. A RCF difere da RPM (rotacdes
por minuto) que é definida como a velocidade de rotagao da centrifuga, ou seja,
a quantidade de rotagdes por minuto em torno do eixo fixo da centrifuga
(OSWALD, 2009).

A RCF sera baseada em duas variaveis especificas, a largura do rotor e
a rapidez em que ele se move. Desde modo, o raio da centrifuga ou rotor é tao
importante para a producdo da RCF como é para a contagem das RPM. Dessa
forma, se a velocidade de centrifugacao estiver descrita somente em RPM, ela
s6 podera ser utilizada em um outro modelo de centrifuga se as centrifugas em
questao tiverem o mesmo tamanho de raio e o mesmo angulo de inclinagdo do
rotor e assim consequentemente terdo RCF constante. E, no caso de centrifugas
de raio e/ou angulo de rotor diferentes a RCF sera alterada e deve ser entao
calculada para que nao haja alteracao na produgao dos coagulos/membranas de
L-PRFs (OSWALD, 2009).
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente macro e
microscopicamente pela técnica da hematoxilina/eosina a formacgao da
membrana/ coagulo de L-PRF em dois modelos diferentes de centrifugas a Intra

Spin -Intra-Lock e a centrifuga Montserrat.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar os pesos e os tamanhos dos coagulos/membranas de L-
PRFs em diferentes tempos do seu processo de formacao produzidas nas

centrifugas Intra Spin -Intra-Lock e Montserrat.

- Comparar a presenga e a distribuicdo de leucdcitos nas regides
proximal, central e distal das membranas de L-PRFs produzidas nas centrifugas

Intra Spin -Intra-Lock e Montserrat.
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo de pesquisa deste trabalho foi elaborado considerando a
Resolug¢ao do Conselho Nacional de Saude n° 466/12. Sendo iniciado somente
ap6s a devida aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFBA (CAAE:
17443719.0.0000.5024) (Anexo A) e a devida assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo B), pelos voluntarios que

estavam envolvidos na pesquisa.

4.2 LOCAL DE REALIZAGAO

As amostras foram coletadas no ambulatério do curso de Especializagao
em Implantodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da
Bahia (FOUFBA) (Anexo C). As analises laboratoriais a nivel celular foram
realizadas no laboratério de Anatomia Patolégica (Anexo D) da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA).

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para definicdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, foi levado em
consideracao o Sistema de Classificagao do Estado Fisico da American Society
of Anesthesiologists (ASA) que é utilizado como uma ferramenta importante para
avaliar e comunicar as co-morbidades médicas pré-anestésicas de um paciente

(quadro 1).
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Quadro 1: Sistema de Classificagao do Estado Fisico da American Society of
Anesthesiologists (ASA)

EXEMPLOS PARA ADULTOS,

CLASSIFICAGAO DEFINIGAO INCLUINDO, MAS NAO SE
ASA LIMITANDO A:
Paciente normal e Saudavel, ndo fumante, nenhum ou
ASA | saudavel uso minimo de alcool
ASA Paciente com doenca Doencas leves sem limitacbes
sistémica leve funcionais substantivas. Os exemplos
incluem (mas n&o se limitam a):
fumante atual, bebedor social de alcool,
gravidez, obesidade (30 <IMC <40),
DM / hipertensdo bem controlada,
doenca pulmonar leve
ASA Il Paciente com doenca Limitagcbes funcionais substantivas;
sistémica grave Uma ou mais doengas moderadas a
graves. Os exemplos incluem (mas nao
se limitam a): DM ou hipertensdo mal
controlada, DPOC, obesidade morbida
(IMC 240), hepatite ativa, dependéncia
ou abuso de alcool, marca-passo
implantado, redu¢cao moderada da
fracao de ejegcdo, ESRD submetido a
dialise regularmente programada, bebé
prematuro PCA <60 semanas, histéria
(> 3 meses) de MI, AVE, TIA ou CAD /
stents.
ASA IV Paciente com doenca Os exemplos incluem (mas nao se
sistémica grave que é limitando a): IM, CVA, TIA ou CAD /
uma ameaca constante  stents recentes (<3 meses), isquemia
avida cardiaca continua ou disfungao valvar
grave, reducdo grave da fragcdo de
ejecao, sepse, DIC, ARD ou ESRD nao
submetidos regularmente a dialise
programada
ASAYV Paciente moribundo de Os exemplos incluem (mas nao se
quem nao se espera limitam a): ruptura de aneurisma
que sobreviva sem a abdominal / toracico, trauma macico,
operagao sangramento intracraniano com efeito
de massa, intestino isquémico em face
de patologia cardiaca significativa ou
disfuncao de multiplos 6rgaos /
sistemas
ASA VI Paciente declarado

com morte cerebral
cujos orgaos estéo
sendo removidos para
fins de doador

Fonte: Adaptado da American Society of Anesthesiologists, 2019
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Dessa forma, foram incluidos no estudo pacientes do curso de
especializagdo em Implantodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal da Bahia (FOUFBA), que fossem ASA | ou Il, sem histéria de uso de
aspirina ou qualquer medicagao correlacionada com o processo de coagulagao
e que aceitaram assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

para poder entao, fazer parte da pesquisa.

Os critérios de exclusao, pacientes que nao fossem ASA | ou Il, que
apresentassem historico de wuso de aspirina ou qualquer medicagao
correlacionada com o processo de coagulagdo ou que nao aceitasse assinar o

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.4 SELECAO DA AMOSTRA

Neste ensaio clinico foram utilizadas amostras de sangue de 8 voluntarios
saudaveis com base no artigo de Dohan Ehrenfest et al., 2017, que foram
submetidos a cirurgia de reabilitagdo com implantes dentarios na especializagao
em Implantodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da
Bahia.

Este estudo teve como variaveis dependentes as centrifugas IntraSpin™,
Intra-Lock Iberia e a Montserrat, modelo 80-2B 15mL e como variaveis
independentes as variaveis macroscoépicas incluindo volume do tubo contendo o
coagulo de L-PRF, tamanho do coagulo e da membrana de L-PRF e peso da
membrana de L-PRF e também do sobrenadante e dos coagulos de glébulos
vermelhos remanescentes no tubo e as variaveis microscoépicas incluindo uma
unica variavel numérica discreta (quantidade de areas com células) e as
seguintes variaveis categoricas entre os grupos: area com maior concentragao
de células, intensidade de células na proximal, central e distal, score em
porcentagem da presenca de células na proximal, central e distal, distribui¢cao de
células na proximal, central e distal e localizagao das células na regiao proximal,

central e distal.
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4 5COLETA

A coleta foi realizada no ambulatério da especializagao de Implantodontia

FOUFBA, previamente a cirurgia de colocagdo de implantes dentarios, onde

foram coletados 4 tubos de sangue de cada voluntario para imediata producao

de coagulos e membranas L-PRFs (1 para utilizagdo como amostra de cada

centrifuga e 1 para reserva). O sangue foi coletado por um profissional habilitado.

O material foi armazenado em tubos de plastico, sem anticoagulantes (BD

Vacutainer Serum de 10,0 ml, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) e o

procedimento de coleta foi realizado conforme Andriolo et. al (2010) de acordo

com os padrbes preconizados pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica

Medicina Laboratorial para coleta de sangue venoso, descritas abaixo (figura 3):

1)

2)

9)

Verificar os padroes de limpeza e abastecimento da sala da coleta antes
de iniciar as coletas.

Solicitar ao paciente que diga seu nome completo para confirmagéo dos
dados do paciente e etiquetas.

Conferir e ordenar todo o material a ser usado no paciente, de acordo com
o pedido médico (tubo, gaze, torniquete etc.). Essa identificagao dos tubos
deve ser feita na frente do paciente.

Informar ao paciente como sera o procedimento.

Higienizar as méos.

Calcar as luvas.

Posicionar o bragco do paciente, inclinando-o para baixo na altura do
ombro.

Se o torniquete for usado para selecao preliminar da veia, pedir para que
0 paciente abra e feche a mao; em seguida, afrouxar o instrumento e
esperar 2 minutos para utiliza-lo novamente.

Fazer a antissepsia.

10) Garrotear o brago do paciente.

11) Abrir o lacre do scalp de coleta multipla de sangue a vacuo em frente ao

paciente.
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12) Retirar a protegdo que recobre a agulha do scalp de coleta multipla de
sangue a vacuo.

13) Fazer a pungdo numa angulagao obliqua de 30°, com o bisel da agulha
voltado para cima. Se necessario, para melhor visualizar a veia, esticar a
pele com a outra mao (longe do local onde foi feita a antissepsia).

14) Encaixar o tubo para coleta no adaptador do sistema a vacuo.

15) Quando o sangue comecar a fluir para dentro do tubo, desgarrotear o
braco do paciente e pedir para que abra a mao.

16) Realizar a troca dos tubos sucessivamente.

17) Homogeneizar imediatamente apds a retirada de cada tubo, invertendo-
o suavemente de 5 a 10 vezes.

18) ApOs a retirada do ultimo tubo, remover o scalp e fazer a compressao no
local da pungao, com algodao ou gaze secos.

19) Exercer pressao no local, em geral, de 1 a 2 minutos, evitando-se, assim,
a formacado de hematomas e sangramentos. Se o paciente estiver em
condicdes de fazé-lo, orienta-lo adequadamente para que faca a pressao
até que o orificio da pungéo pare de sangrar.

20) Descartar o scalp imediatamente ap6s sua remogdo do brago do
paciente, em recipiente para materiais perfurocortantes.

21) Fazer curativo oclusivo no local da pungéo.

22) Orientar o paciente a ndo dobrar o brago, ndo carregar peso ou bolsa a
tiracolo no mesmo lado da pungéo por, no minimo, 1 hora, e ndo manter
a manga dobrada, pois pode funcionar como torniquete.

23) Verificar se ha alguma pendéncia, fornecendo orientagdes adicionais ao
paciente, se for necessario.

24) Certificar-se das condi¢des gerais do paciente, perguntando se esta em
condigdes de se locomover sozinho e, em caso afirmativo, entregar o
comprovante de retirada do resultado ao paciente para, em seguida,
libera-lo.

25) Colocar as amostras em local adequado ou encaminha-las
imediatamente ao processamento. Deve-se respeitar sempre o
procedimento operacional do laboratério; por exemplo, nos casos

recomendados, manter em gelo os materiais necessarios.
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Figura 3: Coleta sanguinea para a confec¢ao do L-PRF

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Apés ser realizada a coleta, os scalps utilizados foram descartados em
caixa de material perfurocortante, que foram posteriormente coletadas pela
empresa responsavel pelo recolhimento de material biolégico da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal da Bahia.
4.6 PREPARO DO L-PRF

Para o preparo do L-PRF, dois tipos de centrifuga foram utilizados
(IntraSpin™, Intra-Lock Iberia e a Montserrat, modelo 80-2B 15mL). Previamente
a coleta sanguinea, as centrifugas foram programadas com os protocolos
indicados pelo fabricante, os quais sdo: 400g de forgca centrifuga, 12 minutos,
27°C, 2700 rpm para a centrifuga a Intra Spin -Intra-Lock e 400g de forga
centrifuga, 10 minutos, 27°C, 2700 rpm para a centrifuga Montserrat. O sangue
foi coletado rapidamente (maximo de 2 min para colocagdo dos tubos nas
centrifugas), distribuido de forma randomizada nos aparelhos e centrifugado
imediatamente (antes de 2 minutos). Apds o final da centrifugacdo, os tubos
permaneceram dentro das respectivas centrifugas por 10 minutos (figura 4 e

figura 5).
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Figura 5: Centrifuga Intra Spin Intra-

Figura 4: Centrifuga Montserrat Lock Iberia

Ly

Fonte: Elaborado pela autora (2020). Fonte: Elaborado pela autora (2020).

T T LR

Foram obtidos quatro coagulos/membranas por voluntario, sendo que
duas foram oriundas da centrifuga IntraSpin -Intra-Lock e duas da centrifuga
Montserrat, totalizando 32 L-PRF coagulos/ membranas. Todas as pegas foram
devidamente registradas no caderno de pesquisa e encaminhadas para analise
macroscopica, processamento histologico e posterior coloragdo em hematoxilina

e eosina.

4.7 ANALISE MACROSCOPICA

Apéds a centrifugagao, os tubos contendo os coagulos de fibrina L-PRF
foram pesados (balanga de precisao 3kg resolugao 0,01g com calibragao interna,
Didatica Sp) (figura 6) e em seguida, o coagulo de fibrina L-PRF foi removido do
tubo com pingas estéreis e uma espatula lisa para liberar cuidadosamente o
coagulo de gldbulos vermelhos no interior do tubo (figura 7). Os coagulos de L-
PRFs obtidos foram acomodados em uma caixa cirurgica, apropriada para
preparagao de membranas de L-PRFs (figura 8), para medigdo dos tamanhos
destes coagulos (Régua milimetrada -01 régua de aco inox AlSI 420, Golgran)
(figura 9).
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Figura 6: Os tubos de L-PRFs apds serem
removidos das respectivas centrifugas.

Figura 7: Coagulo de L-PRF sendo
removido do tubo

Fonte: Elaborado pela autora (2020). Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Figura 8: Coagulos de L-PRF dispostos na Figura 9: Medigédo do coagulo de L-PRF com régua
caixa cirurgica milimetrada

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Essa caixa cirurgica possui uma placa metalica e apenas com a ajuda da
gravidade foi realizada uma compresséo suave nestes coagulos, apds essa
compressao (45 segundos) (figura 10), estes coagulos foram entédo

caracterizados como membranas de L-PRFs (figura 11).
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Figura 10: Placa metalica exercendo a Figura 11: Membranas de L-PRF
compressao nos coagulos de L-PRF

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A partir desse método, as membranas de L-PRFs também foram
colocadas em uma bandeja individual para medicbes de peso (balanca de
preciséo 3kg resolugao 0,01g com calibragao interna, Didatica Sp) e tamanho
(Régua milimetrada -01 régua de aco inox AISI 420, Golgran) (figura 12). O
sobrenadante e o coagulo de glébulos vermelhos remanescentes no tubo
também foram pesados (balanga de precisdo 3kg resolugédo 0,01g com
calibragao interna, Didatica Sp) para se obter a proporgéo de coagulo de fibrina
L-PRF / sangue total por tubo (figura 13). Posteriormente a analise
macroscopica, as membranas foram fixadas em formalina tamponada a 10% por
24 horas.

Figura 13: Sobrenadante apés a

Figura 12: Medigdo da membrana de L-PRF remocao do codgulo de L-PRF

A /-

Fonte: Elaborado pela autora (2020). Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Apos as medicbes de peso/tamanho das membranas de L-PRFs, e do
sobrenadante e o coagulo de glébulos vermelhos remanescentes no tubo terem
sido pesados, 0 sangue remanescente e os tubos utilizados foram descartados.
Segundo o item 5.4.6 do Capitulo IV da RDC N° 306, DE 7 DE DEZEMBRO DE
2004: “As sobras de amostras de laboratério contendo sangue ou liquidos
corporeos, podem ser descartadas diretamente no sistema de coleta de esgotos,
desde que atendam respectivamente as diretrizes estabelecidas pelos 6rgaos
ambientais, gestores de recursos hidricos e de saneamento competentes”.
Dessa forma, os residuos de sangue foram descartados conforme estas
recomendagdes e os tubos utilizados para acondicionar o sangue nas
centrifugas foram higienizados e posteriormente descartados conforme residuos
classificados como A4: “Recipientes e materiais resultantes do processo de
assisténcia a saude, que nao contenha sangue ou liquidos corpéreos na forma
livre”. Foram, entdo, acondicionados em saco branco leitoso e recolhidos pela
empresa responsavel pela coleta de material biolégico da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal da Bahia.

4.8 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos a fixagdo, as membranas foram distendidas em papel filtro (papel
filtro quantitativo c41 (faixa preta) 125 mm, Unifil) e processados seguindo o
protocolo do laboratério de Patologia Cirurgica da FOUFBA, na seguinte
sequéncia: 30’ formol, 10’ agua, 1h alcool etilico 90°, 1h alcool etilico 90°, 1h
alcool etilico 90°, 1h alcool etilico 90°, 1h30’ alcool etilico 90°, 1h30’ xilol, 1h30’
xilol, 1h30’ xilol, 2h parafina, 2h parafina.

Apos o processamento, as pecgas foram incluidas em parafina liquida a
60°C até haver a solidificacdo das mesmas. Foram feitos 2 cortes nos blocos de
parafina através de um micrétomo (micrétomo manual Leica RM2125 RTS) na
espessura de 3um. Os cortes foram distendidos em agua destilada a 40°C e
coletados em laminas histolégicas nao silanizadas para coloragdes

histoquimicas.
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Foi realizada a coloragdo com Hematoxilina-eosina conforme protocolo do
Laboratério de Patologia da FOUFBA. Apds coradas, as laminas foram montadas
utilizando Entellan®. Depois de secas, foram avaliadas em microscépio 6ptico
(Axiostarplus® / ZEISS, Germany 2008) no aumento de 40X. Cada lamina foi
dividida em trés areas de tamanho igual: Proximal (Cabeca e Face)
correspondendo a area que esta em contato com as hemacias onde encontra-
se maior populagao celular, Centro (Corpo) e Distal (Cauda) que corresponde a
area oposta ao concentrado de hemacias. Em seguida, foi realizada a avaliagao
das laminas coradas em HE em um estudo cego, por um patologista experiente,

de forma semi-quantitativa, para analise da presenca de leucécitos.

4 9ANALISE DE DADOS

Em relagdo as caracteristicas macroscopicas dos coagulos/membranas
de L-PRFs foram realizadas avaliagbes entre os grupos com variaveis numeéricas
continuas sobre o volume do tubo contendo o coagulo de L-PRF produzido, o
tamanho do coagulo e da membrana de L-PRF, o peso da membrana de L-PRF
e também do sobrenadante e dos coagulos de glébulos vermelhos

remanescentes no tubo.

Em relacdo as caracteristicas microscopicas, foi utilizada uma variavel
numeérica discreta no que diz respeito a quantidade de areas com presenca de
leucdcitos e foram executadas também avaliagdes descritivas e categoéricas dos
dados obtidos entre os grupos. Para os testes estatisticos, os achados foram

categorizados como se apresenta no quadro abaixo (Quadro 2).

Para todas as analises realizadas entre grupos, testes estatisticos foram

aplicados, para uma probabilidade de erro de 5% (p < 0,05).
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Quadro 2 - Variaveis, parametros e categorizagéo da avaliagao histoldgica

Variavel Parametro Histologico Categorizacao (score)
Area com > Proximal 1
concer)tragao de S )
células

Distal 3

Intensidade de células Ausente 0

nas areas pro_xmal, Pouca 1

central e distal

Moderada 2

Intensa 3

Porcentagem (%) de <5% 0

celu_las nas areas 6-25% 1
proximal, central e

distal 26-50% 2

>50% 3

Distribuicdo de células Ausente 0

nas areas prc_>X|maI, Difusa ]

central e distal

Focal 2

Localizacdo das Ausente 0

celu_las nas areas S 1
proximal, central e

distal Centro 2

Borda e Centro 3

Fonte: Elaborada pela autora (2020)

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas e numérica discreta foram expressas em
frequéncias absolutas e relativas (percentuais). O teste do Qui-quadrado foi
utilizado para comparagao dessas variaveis, avaliando o quao provavel € que

qualquer diferenga observada acontega ao acaso.
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Para as variaveis numéricas continuas suas frequéncias absolutas e
relativas (percentuais) também foram relatadas, com a utilizagado neste caso do
teste t de Student. Todos os dados obtidos foram tabulados utilizando o
programa Microsoft Excel e analisados estatisticamente com auxilio do programa
Minitab®, considerando uma significancia de 5% tanto para a comparagao

intergrupos.

4.11 ARMAZENAMENTO E DESCARTE DO MATERIAL

ANATOMOPATOLOGICO

Na Resolugdo CNS n°® 441, de 12 de maio de 2011 considera-se:
“Biorrepositorio: colegao de material biolégico humano, coletado e armazenado
ao longo da execugdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme
regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins

comerciais”.

As amostras dos exames anatomopatologicos serdo armazenadas em
biorrepositério até a anadlise final e publicagcdo do artigo da pesquisa e
posteriormente descartadas de acordo com as normas da RDC N° 306, DE 7 DE
DEZEMBRO DE 2004 para residuos classificados como A4, a qual preconiza
que estas sejam acondicionadas em saco branco leitoso e sejam posteriormente
recolhidas pela empresa responsavel pela coleta de material bioldégico da

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia.
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5 RESULTADOS

Foi realizada inicialmente uma avaliagdo macroscépica da quantidade do
volume do tubo contendo o coagulo de L-PRF, do tamanho do coagulo e da
membrana de L-PRF, do peso da membrana de L-PRF e também do
sobrenadante e dos coagulos de glébulos vermelhos remanescentes no tubo,
comparando os grupos em cada um dos tempos, nao tendo sido encontrada em
nenhuma dessas variaveis diferenga entre os grupos, os quais séo: Centrifuga
Montserrat (1); Centrifuga Intra Spin -Intra-Lock (2) (Tabela 1).

Posteriormente, para as analises microscopicas semi-quantitativas,
visando comparar a presencga e a distribuicao de leucocitos nas regides proximal,
central e distal entre os grupos, foi utilizada uma unica variavel numérica discreta
(quantidade de areas com células) (Tabela 2) e as seguintes variaveis
categoricas entre os grupos: area com maior concentragéo de células (Tabela
3), intensidade de células na proximal, central e distal (Tabela 4), score em
porcentagem da presenca de células na proximal, central e distal (Tabela 5),
distribuicdo de células na proximal, central e distal (Tabela 6) e localizagcado das

células na regiao proximal, central e distal (Tabela 7).

5.1 ANALISE MACROSCOPICA

Tabela 1- Comparacgao das caracteristicas macroscoépicas entre os grupos 1 e 2.

Variavel Grupo Média DP p- valor
Volume do 1 18,670 0,788 0,734
tubo (g) 2 18,814 0,814
Peso da 1 0,541 0,152 0,843
membrana de 2 0,521 0,233
L-PRF (g)
Tamanho do 1 33,88 4,22 0,893
coagulo L- 2 34,25 6,45
PRF
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Tamanho da 1 31,13 5,22 0,341
membrana L- > 33.63 4.90
PRF
Sobrenadante 1 16,35 1,23 0,466
do tubo (g) 2 16,82 1,31

DP= desvio padréo

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A tabela 1 apresenta todas as caracteristicas macroscépicas entre os
grupos, onde observa-se que n&o foram encontradas nenhuma variavel
quantitativa com diferenca estatisticamente relevante. Assim, pode-se dizer que
na utilizagdo das centrifugas de ambos os grupos: Centrifuga Montserrat (1);
Centrifuga Intra Spin -Intra-Lock (2) nao houve diferenga na quantidade do
volume dos tubos contendo os coagulos de L-PRFs (p=0,734), no tamanho dos
coagulos (p= 0,893) e também no tamanho das membranas de L-PRFs
produzidas pelas centrifugas (p=0,341), no peso das membranas de L-PRFs (p=
0,843), e nos sobrenadantes e coagulos de glébulos vermelhos remanescentes
nos tubos (p= 0,466).

5.2 ANALISE MICROSCOPICA

Quantidade de areas com células

Entre os grupos, a tabela 2 demonstra significancia estatistica em relagéo
a quantidade de area com presenca de células nas membranas de L-PRFs que

foram produzidas em ambos os grupos (p=0,003).

Tabela 2- Quantidade de areas com células.

N° de areas ‘ Grupos
1 2

(n=8) (n=8)
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1 62,5% 0%

2 37,5% 62,5%

3 0% 37,5%
p-valor 0,003

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Observou-se que no grupo 1, 62,5% das membranas de L-PRFs
produzidas apresentaram presenca de células em apenas 1 area e em nenhuma
das membranas produzidas nesse grupo, houve presenca de células nas 3 areas
concomitantemente. Ja no grupo 2, a maioria das membranas de L-PRFs
produzidas (62,5%) apresentaram presencga de células em pelo menos 2 areas
ao mesmo tempo e neste grupo, nenhuma das membranas de L-PRFs

apresentaram presenca de células em apenas 1 area (Tabela 2).

Area com maior concentracio de células

Na analise dessa variavel categorica, ndo foi encontrada relagcéo
estatisticamente relevante entre as areas com maior concentracido de células
nas membranas de L-PRFs e o grupo em que estas membranas foram
produzidas (p=0,89) (Tabela 3).

Tabela 3- Area com maior concentragdo de células

Variavel Grupos P
(valor)
Area com > 1 2
~ (n=8) (n=8)
concentragao de

células
1 = Proximal 100% 87,5% 0,89
2 = Central 0% 12,5%
3 = Distal 0% 0%

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Na Tabela 3 observa-se uma certa homogeneidade, onde no grupo 1,

todas as membranas de L-PRFs produzidas tiveram a area proximal como sendo
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a de maior concentragao celular e do mesmo modo, no grupo 2, observa-se que
cerca de 87,5% das amostras também tiveram a area proximal como a area de

maior concentragao celular.

Intensidade de células na proximal, central e distal

Em relacdo a intensidade de células, na area proximal nao foi possivel
encontrar uma diferenga estatisticamente relevante nas membranas de L-PRFs
produzidas nos 2 grupos (p=0,763), observando-se que as membranas
produzidas nos grupos podem ter apresentado uma certa homogeneidade em
relagdo a intensidade de células na proximal. No entanto, na analise entre
grupos, foi encontrada significancia estatistica nas areas central (p= 0,012) e
distal (p=0,028) das amostras (Tabela 4).

Tabela 4- Intensidade de células na proximal, central e distal

Variavel Grupos P
(valor)
Intensidade de 1 2
Células (Proximal) Dk i
0 = ausente 0% 0% 0,763
1 = pouca 12,5% 25%
2 = moderada 50% 50%
3 =intensa 37,5% 25%
Intensidade de
Células (Central)
0 = ausente 62,5% 0% 0,012
1 = pouca 25% 37,5%
2 = moderada 12,5% 37,5%
3 =intensa 0% 25%
Intensidade de
Células (Distal)
0 = ausente 100% 62,5% 0,028
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1 = pouca ‘ 0% 37,5%%
2 = moderada ‘ 0% 0%

3 = intensa ‘ 0% 0%

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A analise entre grupos demostrou relevancia estatistica na intensidade de
células na porgao central das membranas de L-PRFs (p=0,012). Onde, a maioria
das amostras do grupo 1 (62,5%) ndo possuiam nenhuma célula na porgao
central, enquanto no grupo 2 nenhuma amostra obteve intensidade 0 na porgao
central. Além disso, observou-se que enquanto no grupo 1 nenhuma membrana
produzida obteve intensa quantidade de células, no grupo 2, 25% das amostras

obtiveram intensa quantidade celular na porg¢ao central (Figura 14).

Figura 14: Intensidade de células na porgéo central e distal dos grupos 1 e 2

Intensidade de células na Central e Distal

120%

*p=0,012 *p= 0,028
100%

80%

60%

40%

20% I
0%
Central (grupo 1) Central (grupo 2) Distal (grupo 1) Distal (grupo 2)

B0 =Ausente M 1=Pouca 2= Moderada 4= Intensa

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Na porgao distal (0,028) também foi encontrada uma relevéancia estatistica
de intensidade celular. No grupo 1, 100% das membranas produzidas n&o
apresentaram nenhuma intensidade de célula na sua porg¢ao distal. Enquanto no
grupo 2, 37,5% da amostra apresentaram pouca intensidade celular nesta

porcao (Figura 14).
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Porcentagem (%) de células na proximal, central e distal

Na Tabela 5, observa-se que 87,5% das membranas produzidas em

ambos os grupos obtiveram um score de células > 50% nas suas porgdes

proximais (p= 0,91), indicando uma homogeneidade de resultados. O mesmo

ocorreu na distal (p= 0,89), onde 93,75% das amostras totais dos grupos

obtiveram um score de < 5% de células. Dessa forma n&o houve diferenca

estatisticamente significante entre grupos tanto na proximal como na distal.

Tabela 5- Porcentagem (%) de células na proximal, central e distal

Variavel Grupos P
(valor)
% de células 1 2
(Proximal) ek o

score 0 =<5% 0% 0% 0,91
score 1 =6-25% 0% 12,5%
score 2 = 26-50% 12,5% 0%
score 3 =>50% 87,5% 87,5%

% de células

(Central)

score 0 =<5% 62,5% 12,5% 0,037
score 1 =6-25% 25% 25%
score 2 = 26-50% 0% 50%
score 3 = >50% 12,5% 12,5%

% de células

(Distal)

score 0 =<5% 100% 87,5% 0,89
score 1 =6-25% 0% 12,5%
score 2 = 26-50% 0% 0%
score 3 = >50% 0% 0%

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Em relagdo a porcentagem de células na porgao central (p=0,037),

encontrou-se uma

Observando-se que no grupo 1,

relacdo estatisticamente

62,5%

relevante entre o0s grupos.

das membranas de L-PRFs
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apresentaram < 5% de células na sua porgao central e apenas 12,5% apresentou
> 50% de células nessa por¢ao. Enquanto isso no grupo 2, 50% das membranas
produzidas apresentam entre 26-50% de células na sua por¢ao central e apenas

12,5% apresentou > 50% de células nessa porgéao. (Figura 15)

Figura 15: Porcentagem de células na por¢ao central dos grupos 1 e 2.

70,00%
Porcentagem (%) de células na Central
60,00%

*p= 0,037
50,00%

40,00%
30,00%
20,00%
10,00% I
0,00%
Central (grupo 1) Central (grupo 2)
W <5% 6-25% 26-50% >50%

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Distribuicao de células na proximal, central e distal

Ao realizar a analise entre os grupos, notou-se que na regido proximal
(p=0,89) ndo houve diferenca significante entre as variaveis estudadas. Ja na
regidao central (p=0,005) e distal (p=0,028) encontrou-se uma relagcéo

estatisticamente relevante na distribui¢cdo celular entre os grupos (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicdo de células na proximal, central e distal

Variavel Grupos P
(valor)

Distribuicao de 1 2
=8 =8
células (Proximal) (n=8) (n=8)
0 = ausente 0% 0% 0,89

1 = difusa 100% 87,5%
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2 = focal 0% 12,5%
Distribuicao de

células (Central)

0 = ausente 62,5% 0% 0,005
1 = difusa 37,5% 75%
2 = focal 0% 25%

Distribuicao de

células (Distal)

0 = ausente 100% 62,5% 0,028
1 = difusa 0% 37,5%
2 = focal 0% 0%

Na Figura 16 pode-se observar que na regido central (p=0,005) no grupo
1, 62,5% das membranas produzidas nao tiveram distribuicao de células e 37,5%
obtiveram uma distribui¢cdo celular difusa nesta regido. Ja no grupo 2, observa-
se que de maneira distinta do outro grupo, 75% da amostra teve uma distribuigéo
difusa na regiao central e no restante (25%) da amostra, observou-se uma

distribuicao focal de células na regiao.

Figura 16: Distribuicio de células na porcao central e distal dos grupos 1 e 2.
Distribuicao de Células

120,00%

*p= 0,005 *p=0,028

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%
Central (grupo 1) Central (grupo 2) Distal (grupo 1) Distal (grupo 2)

B0 =Ausente M1 =Difusa 2 = Focal

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Na Figura 16 nota-se também que tratando-se da distribuigcdo de células
na porgao distal (p=0,028), 100% das membranas produzidas no grupo 1 néo
tiveram nenhuma distribuicdo celular nesta regido e em relagdo ao grupo 2
percebeu-se que 37,5% das membranas apresentaram uma distribui¢cao difusa

de células.

Localizacdo de células na proximal, central e distal

Na tabela 7, ao realizar a analise entre os grupos, na regiao proximal
(p=0,240) e distal (p= 0,32) ndo foi possivel encontrar uma relagdo estatistica
relevante. Ja na regido central (p=0,037) foi possivel observar que apos a analise

entre os grupos, houve uma diferenga significante entre as variaveis (Tabela 7).

Tabela 7 - Localizagao das células na proximal, central e distal

Variavel Grupos P
(valor)
Localizacao das 1 2
. . (n=8) (n=8)
células (Proximal)
0 = ausente 0% 0% 0,240
1 = bordas 37,5% 12.5%
2 = centro 0% 0%
3 = borda e centro 62,5% 87.,5%

Localizagao das

células (Central)

0 = ausente 62,5% 0% 0,037
1 = bordas 0% 12,5%

2 = centro 37,5% 37,5%

3 = borda e centro 0% 50%

Localizagao das

células (Distal)

0 = ausente 100% 62,5% 0,32
1 = bordas 0% 0%

2 = centro 0% 25%

3 = borda e centro 0% 12,5%

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Na porgédo central (p=0,037), 62,5% das membranas de L-PRFs
produzidas no grupo 1 ndo tiveram presenca de células em nenhum local e o
restante das membranas (37,7%) apresentaram-se com células no centro dessa
regido. Ja no grupo 2, 50% das membranas de L-PRFs produzidas tiveram as
células localizadas nas bordas e no centro, 37,5% tiveram essas ceélulas
localizadas apenas no centro e 12,5% dessas membranas tiveram presenca de

células apenas nas bordas dessa regiao (Figura 17).

Figura 17: Localizag&o de células na porcao central dos grupos 1 e 2.

Localizacao de Células

70,00%

60,00% *p=0,037
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40,00%
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20,00%
10,00%

0,00%

Central (grupo 1) Central (grupo 2)
B0 = Ausente 1 =Bordas 2 = Centro 3 =Borda e centro

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi possivel observar que em relacdo as analises
microscopicas de grande parte das membranas de L-PRFs, as produzidas na
centrifuga Montserrat apresentaram presenga de leucécitos em apenas uma
area e as oriundas da centrifuga Intra Spin -Intra-Lock apresentaram essas
células em pelo menos duas areas concomitantemente. Notou-se também que
em algumas das variaveis categoricas estudadas, incluindo: intensidade de
células, porcentagem de células, distribuicdo de células e localizagao de células,
a presenca de leucdcitos foi estatisticamente maior na area central das
membranas de L-PRFs produzidas na Intra Spin -Intra-Lock, do que as
produzidas na centrifuga Montserrat e ndo foi encontrada diferenga estatistica
na quantidade de leucdcitos na area proximal em nenhuma dessas variaveis nas
membranas de L-PRFs produzidas em nenhum dos modelos de centrifugas. No
que se refere as caracteristicas macroscopicas estudadas, em nenhum dos L-
PRFs produzidos pelos dois modelos de centrifugas, foi possivel encontrar

diferengas estatisticamente relevantes.

Deste modo, a primeira hipétese nula do presente estudo foi negada ja
que nao foram encontradas diferengas macroscopicas nos coagulos/membranas
de L-PRFs produzidos nos dois modelos de centrifugas, enquanto a segunda
hipotese nula deste estudo foi aceita ja que em contrapartida, foram encontradas
diferencas microscépicas dos coagulos/membranas de L-PRFs produzidas nos

dois diferentes modelos de centrifugas.

Nas primeiras fases de desenvolvimento da tecnologia envolvendo L-
PRFs, observou-se que a escolha do tipo de centrifuga e do protocolo de
centrifugagédo interferia no produto final do coagulo/membrana de L-PRF
(DOHAN EHRENFEST et al., 2012, 2010). No entanto, apenas recentemente
estudos publicados comecaram a investigar alguns efeitos sobre diferentes
parametros que possam vir a interferir na qualidade das membranas de L-PRFs
(DOHAN EHRENFEST et al., 2014a, 2014b; DOHAN EHRENFEST, DAVID M
DEL CORSO et al., 2014). Foram testadas quatro diferentes tipos de centrifugas
de L-PRFs disponiveis no mercado, a centrifuga Intra Spin -Intra-Lock e outras

trés centrifugas de mesa, utilizando a mesma forga centrifuga (400g) e 0 mesmo
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tipo de coleta do L-PRF, tendo como objetivo avaliar as vibragées mecanicas
que aparecem durante a centrifugagédo nos quatro modelos de centrifugas de
mesa usadas para produzir L-PRF e o impacto das caracteristicas da centrifuga
na arquitetura celular e de fibrina de um coagulo L-PRF e membrana. (DOHAN
EHRENFEST et al., 2014a, 2014b, 2017; DOHAN EHRENFEST, DAVID M DEL
CORSO et al., 2014).

A nivel celular pode-se dizer que o resultado do presente estudo é de certa
forma compativel com DOHAN EHRENFEST et al., 2017, ja que apos realizarem
a microscopia fotbnica e a microscopia eletrénica de varredura (SEM) dos L-
PRFs produzidos na centrifuga Intra Spin -Intra-Lock e em mais trés outras
centrifugas de laboratério e apesar de na microscopia de luz terem obtido
resultados semelhantes em todas as quatro centrifugas, com concentragcéo de
corpos celulares na proximal e no centro, em relacdo aos resultados da SEM,
foram encontradas diferengas consideraveis entre os L-PRFs produzidos nessas

quatro diferentes centrifugas.

Segundo DOHAN EHRENFEST et al., 2017, enquanto a membrana de L-
PRF da Intra Spin -Intra-Lock se mostrou com uma matriz de fibrina espessa
fortemente polimerizada e com todas as células vivas e com sua forma normal,
incluindo o aspecto dos linfocitos ativados, as membranas de L-PRFs das outras
trés centrifugas apresentaram um gel de fibrina fino levemente polimerizado e a
maioria dos corpos celulares visiveis apareceu destruida, demonstrando uma
diferencga significativa a nivel celular na qualidade dos L-PRFs produzidos nas
diferentes centrifugas.

Em comparacdo com a analise microscopica obtida neste estudo, foi
possivel observar que a presenga de leucdcitos também foi estatisticamente
diferente entre os grupos, as membranas de L-PRFs produzidas na centrifuga
Intra Spin -Intra-Lock, em sua maioria, tiverem presenca de leucocitos em pelo
menos 2 areas da membrana ao mesmo tempo. Além disso, as variaveis
utilizadas para avaliagdo microscépica de leucécitos nas membranas de L-PRFs
produzidas nas duas diferentes centrifugas demostraram que a intensidade,
porcentagem, distribuicdo e localizagdo de leucécitos dessas membranas
oriundas da centrifuga Intra Spin -Intra-Lock ocorreram de maneira mais intensa

e mais homogénea, envolvendo na maioria das vezes as areas proximal, central
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e distal. Nas membranas oriundas da centrifuga Montserrat, sé foi possivel
detectar a presenca de leucdcitos com a utilizacido dessas mesmas variaveis nas
areas proximal e na central em grande parte das membranas de L-PRFs

produzidas e nao foram encontrados leucécitos na distal dessas membranas.

Entretanto, em relagdo aos resultados deste estudo sobre as
caracteristicas macroscopicas dos coagulos/membranas de L-PRFs produzidos
nas centrifugas Montserrat e na Intra Spin -Intra-Lock, estes diferem do que foi
encontrado por DOHAN EHRENFEST et al., 2017 na sua mais recente
publicacdo sobre essa tematica. Ja que neste estudo, ao comparar as duas
centrifugas, nao foi possivel encontrar nenhuma diferenga macroscépica nas
caracteristicas dos coagulos/membranas de L-PRFs que foram produzidas, no
que se refere ao volume do tubo, peso da membrana, tamanho do

coagulo/membrana e sobrenadante nos tubos.

DOHAN EHRENFEST et al., 2017, de maneira distinta, encontraram uma
diferenga macroscopica significativa nos L-PRFs produzidos pelas 4 diferentes
centrifugas testadas, onde as caracteristicas do coagulo/membrana de L-PRF
produzido na centrifuga Intra Spin -Intra-Lock foram considerados
significativamente superior em relacdo ao peso, tamanho e também
comprimento dos que foram produzidos nas demais centrifugas. Isto pode ser
justificado por ndo terem sido testadas as mesmas centrifugas em ambos os
estudos. Dessa forma torna-se necessario que mais estudos sejam feitos
visando estudar as diferengas macroscopicas dos coagulos/membranas de L-
PRFs produzidos na centrifuga Intra Spin -Intra-Lock em comparag&o com outros

modelos de centrifugas, para que essa diferenga possa ser melhor avaliada.

De maneira geral, o resultado deste presente estudo torna-se bastante
promissor, ja que na literatura encontra-se que a maior densidade de leucécitos
e plaquetas é vista no primeiro milimetro do coagulo amarelo do PRF (regido
proximal- cabega e face), logo apds o coagulo vermelho e que, a distribuicao de
plaquetas e leucocitos torna-se cada vez mais escassa a partir do momento que
aproxima-se do final do coagulo (regido distal- cauda), ndo sendo encontrada
mais células além da primeira metade do coagulo amarelo (DOHAN
EHRENFEST et al.,, 2010). Entédo, este estudo podera ter um forte impacto

clinico, ja que as membranas de L-PRFs produzidas nas centrifugas Intra Spin -
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Intra-Lock demonstraram uma superioridade em relagcdo a presenga de
leucécitos nas areas central e distal do que as membranas produzidas na
Montserrat. Neste sentido, a quantidade de leucdcitos implantados dentro de
cada membrana deve ser consideravel, ja que pequenos linfocitos séao
considerados como particularmente eficientes na regulacdo de reagdes
inflamatorias (DOHAN EHRENFEST et al., 2010). Além disso, a composi¢ao
celular do PRF implica que esse biomaterial € um tecido vivo derivado do sangue
e deve ser manuseado com cuidado para manter seu conteudo celular vivo e
estavel (DEL CORSO; SAMMARTINO; DOHAN EHRENFEST, 2009).

Diante da escassez de estudos publicados que investiguem essa tematica
dos diferentes parametros que possam vir a influenciar na qualidade dos
coagulos/membranas de L-PRFs confeccionados em diferentes modelos de
centrifugas disponiveis no mercado atualmente, torna-se importante que fatores
que ja vem sendo estudados como a utilizagcdo da mesma forga centrifuga, que
deve ser calculada e ajustada para cada modelo de centrifuga, a utilizagdo do
mesmo tipo de coleta do sangue do paciente e a vibragado da centrifuga, sejam
parametros que devam ser levados em consideragdo como possiveis
influenciadores na qualidade dos coagulos e membranas de L-PRFs produzidos
em diferentes modelos de centrifugas (DOHAN EHRENFEST et al., 2014a,
2014b, 2017; DOHAN EHRENFEST, DAVID M DEL CORSO et al., 2014).

Logo, este estudo sugere que ha diferenga microscopicas de leucocitos
entre as membranas de L-PRFs confeccionadas nas centrifugas Intra Spin -Intra-
Lock e nas membranas confeccionadas na centrifuga Montserrat. E, apesar de
nao ter sido encontrada diferenga significativamente relevante nas areas
proximais dessas membranas, nas areas centrais e distais a presenca de
leucocitos foram relativamente maiores nas membranas produzidas na
centrifuga Intra Spin -Intra-Lock o que nao foi encontrado na Montserrat. No
entanto, por se tratar de um numero reduzido de artigos sobre a tematica, torna-
se necessario que mais estudos sejam feitos, envolvendo mais parametros e
investigando cada vez mais centrifugas para que estes resultados possam ser

replicados.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, observou-se nao existir diferenca entre o peso,
tamanho e sobrenadante dos coagulos/membranas de L-PRFs produzidas nas

diferentes centrifugas utilizadas.

O percentual, distribuicido e localizacido de leucécitos das membranas de
L-PRFs confeccionadas na centrifuga Intra Spin-Intra-Lock foram
estatisticamente superiores nas areas central quando comparados com as
produzidas na centrifuga Montserrat. Essa diferenga de caracterizagao celular
pode contribuir para as propriedades biolégicas das membranas de L-PRFs

produzidas.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido voceé para participar do trabalho “O ESTUDO DO IMPACTO NA FORMACAO
DA MEMBRANA DE L-PRF UTILIZANDO DIFERENTES CENTRIFUGAS/
PROTOCOLOS DE CENTRIFUGACAO: UM ESTUDO A NIVEL CELULAR.” que é
coordenado pela Profa. Dra. Luciana Maria Pedreira Ramalho, professora da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal da Bahia. Esse trabalho tem como objetivo
fazer uma comparagao em relagédo a quantidade e qualidade de células que podem ter
em uma membrana produzida a partir de um coagulo de sangue em dois aparelhos
diferentes. Esta membrana acelera a cicatrizacao e a formacao de osso e tecido no local
em que sera feito a cirurgia de implantes dentarios. Assim, esse trabalho pretende
estudar as caracteristicas das células presentes no sangue que sera coletado do
participante da pesquisa para poder ajudar ainda mais através destas amostras de
sangue na recuperagdao de cirurgias de implantes que serdo feitas no proprio
participante da pesquisa que vai doar a amostra de sangue. Caso vocé decida aceitar o
convite para participar desta pesquisa, vocé ira passar por uma coleta de sangue que
sera feita por um profissional devidamente treinado na clinica de Implantodontia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia, Av. Araujo Pinho n° 62-
Canela, 10° andar, onde seréo coletados 04(quatro) tubos de sangue venoso de voceé,
cada tubo com cerca de 10 ml, entdo, no total seréo coletados cerca de 40 ml de amostra
de sangue de cada participante da pesquisa, e esta quantidade corresponde a cerca de
3 colheres de sopa cheias e, apos esta coleta, as analises dessas amostras de sangue
que serdo utilizadas nesta pesquisa serdo realizadas nos laboratérios de Anatomia
Patolégica e Imunohistoquimica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
da Bahia, localizados na Av. Araujo Pinho n° 62 - Canela, 9° andar. Sendo necessario
entdo, que vocé nos autorize através deste termo a fazer a coleta do material bioldgico
(sangue venoso), o seu devido armazenamento e utilizagdo nesta pesquisa. O material
biolégico restante sera devidamente armazenado pelo pesquisador e pelo aluno
envolvido na pesquisa ateé o final das analises e publicacdo do artigo de pesquisa. Apds
esse periodo as amostras serdo devidamente descartadas. Sendo entdo de total

responsabilidade do pesquisador e do aluno o correto armazenamento e descarte deste
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material. Além disso, como é protocolo da equipe de implantodontia, e isto ja é
considerado como algo necessario para o procedimento de instalagdo de implantes
dentarios, vocé também precisa ter exames de sangue de rotina atuais(menos de 3
meses), e caso vocé nao tenha estes exames, nds iremos te encaminhar para que vocé
possa fazer os exames de sangue de rotina no DNA Laboratério e Genética Médica,
localizado na Rua Claudio Manoel Costa, n° 42 — Canela, e isto sera oferecido de forma
completamente gratuita aos participantes desta pesquisa. Terdo acesso aos seus
dados, apenas o pesquisador e aluno envolvido no trabalho. E importante dizer também
que todos os participantes da pesquisa terdo acompanhamento clinico durante todo o
periodo que a pesquisa durar e se durante a pesquisa for encontrado quaisquer
problema de saude que nao tenha sido identificado antes, os participantes terao
encaminhamento e acompanhamento clinico para resolver estas possiveis alteragdes
que possam ser encontradas. Estes dados serao divulgados em um trabalho cientifico
que sera publicado em uma revista lida por estudantes e profissionais da Odontologia.
Todas as informacgbes obtidas serdo sigilosas, para evitar qualquer risco de
constrangimento, e seu nome nao sera identificado em nenhum momento. Estando
entdo assegurada a confidencialidade dos dados pessoais de todos os participantes de
pesquisa, isto é, os dados e documentos serdo anonimizados antes de serem
encaminhados pela equipe médica responsavel pelos cuidados do participante do
estudo para qualquer outra instancia. Ou seja, os dados do trabalho serao guardados
em local seguro e a divulgacao dos resultados sera feita de forma a nao identificar vocé.
No entanto, os resultados encontrados com a coleta do seu sangue estarao disponiveis
para que vocé tenha livre acesso a eles em sua totalidade e a qualquer momento. Existe
o risco de algum possivel erro na coleta de sangue e este sera evitado pelo cuidado,
organizagao e responsabilidade dos profissionais que irdo coletar este sangue e que ja
fazem isso rotineiramente. Este trabalho terd como beneficios diretos para vocé
participante: a possibilidade de que o cirurgido utilize as membranas que serao
confeccionadas com o sangue que sera coletado de vocé no procedimento cirurgico de
colocacgao de implantes que vocé ira fazer e a utilizacdo dessas membranas ira acelerar
a formacgao de tecido onde vocé colocara um implante e também ira ajudar muito na sua
cicatrizagdo. Além disso, este estudo tem como beneficio para sociedade em geral:
proporcionar aos pesquisadores um maior conhecimento sobre a quantidade de células
presente nestas amostras de sangue e também sobre a presenca de células-tronco
nestas amostras, possibilitando assim o desenvolvimento de novos tratamentos no
futuro. Se vocé tiver algum gasto que seja devido a sua participagao no trabalho, vocé
sera ressarcido pelo pesquisador. Vocé recebera assisténcia integral e imediata, de

forma gratuita (pelo pesquisador), pelo tempo que for necessario em caso de danos
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decorrentes do trabalho, além de ter o direito a indenizac&o. E importante dizer que sua
participagao € voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer momento,
em qualquer fase da pesquisa, retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga
nenhum tipo de prejuizo ou penalidade alguma. E que, a retirada do consentimento de
armazenamento das amostras bioldgicas humanas do participante da pesquisa
armazenadas em biorrepositorio devera ser realizada por escrito e assinada, podendo
ser feita em qualquer momento, sem prejuizo ao participante da pesquisa, com validade
a partir da data da comunicag¢ao da decisao do participante. Este estudo também podera
ser interrompido mediante aprovagéao prévia do CEP (Comité de ética em pesquisa) ou,
quando for necessario, para que seja preservada a seguranca do participante desta
pesquisa. Neste caso, o CEP devera ser comunicado logo na primeira oportunidade.
Por fim, vocé ficara com uma via deste Termo e qualquer duvida que vocé tiver a
respeito deste trabalho, podera perguntar diretamente para Profa. Dra Luciana Maria
Pedreira Ramalho, no Departamento de Propedéutica e Clinica Integrada da UFBA, no
endereco Av. Araujo Pinho, n® 62, Vale do Canela, Salvador — BA, ou pelo telefone (71)
3283-8966 ou a pesquisadora Cirurgia-dentista Camilla Palmeira Esteves no
Departamento de Propedéutica e Clinica Integrada da UFBA, no endereco Av. Arauljo
Pinho, n° 62, Vale do Canela, Salvador — BA, ou pelo telefone (71) 991833999. Duvidas
a respeito da ética desse trabalho poderdo ser questionadas ao Comité de Etica em
Pesquisa da UFBA, localizado na Faculdade de Odontologia da UFBA, ou pelo telefone
(71) 3283-8962.

Eu, li o texto acima e compreendi

a natureza e objetivo do trabalho ao qual fui convidado a participar. A explicacGo que recebi
menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha
participagcdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo. Eu concordo voluntariamente

em participar deste trabalho.

Salvador,  de de

Participante

Pesquisador



80

ANEXO C~— CARTA DE ANUENCIA DO CURSO DE
ESPECIALIZACAO EM IMPLANTODONTIA DA FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

[Digite aqui]

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Carta de Anuéncia

DECLARACAO

Eu André Carlos de Freitas, na qualidade de responsavel pelo Curso de
especializagdo em Implantodontia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia, localizado na Av. Aratijo Pinho n® 62 — Canela,
Salvador — BA., autorizo a realizag@o da pesquisa intitulada: “O ESTUDO DO
IMPACTO NA FORMAGAO DA MEMBRANA DE L-PRF UTILIZANDO
DIFERENTES CENTRIFUGAS/ PROCOCOLOS DE CENTRIFUGAGAO: UM
ESTUDO A NIVEL CELULAR®, a ser conduzida sob a responsabilidade do
pesquisador Luciana Maria Pedreira Ramalho/ Camilla Palmeira Esteves; e
DECLARO que esta instituicao apresenta infraestrutura necessaria a realizagao
da referida pesquisa. Esta declaragio € valida apenas no caso de haver
parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da

Bahia para a referida pesquisa.

Salvador, 26 ge —Jb‘*"”" de2047
ATURA DO RESPf ‘tiPEE.A INST]TUICAO
l,_,‘&s\\'
\"‘o\‘“gg‘pﬂ@“

(carimbo da Institui¢do)
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ANEXO D — CARTA DE ANUENCIA DO LABORATORIO DE
ANATOMIA PATOLOGICA DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Carta de Anuéncia

DECLARACAO

Eu Jean Nunes dos Santos, na qualidade de responsavel pelo Laboratério de
Anatomia Patolégica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da
Bahia, localizado na Av. Araujo Pinho n° 62 — Canela, Salvador - BA., autorizo
a realizacdo da pesquisa intitulada: *O ESTUDO DO IMPACTO NA
FORMAGAO DA MEMBRANA DE L-PRF UTILIZANDO DIFERENTES
CENTRIFUGAS/ PROCOCOLOS DE CENTRIFUGAGAO: UM ESTUDO A
NIVEL CELULAR", a ser conduzida sob a responsabilidade do pesquisador
Luciana Maria Pedreira Ramalho/ Camilla Palmeira Esteves; e DECLARO que
esta instituicBo apresenta infraestrutura necessaria a realizacdo da referida
pesquisa. Esta declaragao é valida apenas no caso de haver parecer favoravel
do Comité de Etica do Instituto de Ciéncias da Salde da para a referida
pesquisa.

Salvador, 0O hlﬁu /nde20_. l Y

(I

ASSINATURA DO RESPONS&VEL PELA INSTITUICAO




