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RESUMO

A Odontologia esté cada dia mais avancada no uso de biomateriais com a aplicacao
em varias areas de atuacao. A fibrina rica em plaquetas (PRF) é um exemplo desse
avanco, mas apesar disso ainda existem muitas lacunas a cerca de todo o potencial
bioldgico desse material. A questéo crucial para a qualidade, aplicabilidade e funcéo
do PRF esté ligada a forma de obtengcdo desse material. Alterac6es no processo de
centrifugagéo podem alterar a composicao desse biomaterial e também a sua forma
de ativacéo dos tecidos. Alguns estudos ja avaliaram o papel da alteracdo da forca
de centrifugacéo na obtencédo do PRF, e outros estudos ja avaliaram a dinamica de
liberacdo desses fatores ao longo do tempo, mas séo escassos 0s trabalhos que
avaliaram a influéncia das alteracdes na centrifugacao no processamento do
produto. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da velocidade
e forca centrifuga na cinética de liberacdo de cinco fatores de crescimento pela PRF

humana:

-IGF-1:(FATOR DO CRESCIMENTO TIPO INSULINA 1:AGOES AUTOCRINAS , PARACRINAS E
ENDOCRINAS PROLIFERAGAO ,CRESCIMENTO E DIFERENCIAGCAO CELULAR)
-TGF alpha : (FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMANTE alpha) PROLIFERAGAO CELULAR EPITELIAL

-FGF-3:(FATOR DE CRESCIMENTO DO FIBROBLASTO)
-EGF:(FATOR DE CRESCIMETO EPIDERMAL)
-VEGF a :(VASCULAR ENDOTELIAL GROWTH FACTOR)]

1. Para isso esse estudo utilizou amostras de sangue periférico de 6 pacientes
saudaveis. Individuos adultos de 20 a 50 anos,ndo usuarios de alcool, drogas
alucinégenas e/ou fumantes ,ndo usuarios de aspirina ou qualquer outra
medicagdo de efeito anticoagulante.E as coletas foram feitas antes da
pandemia de 2020. N&o portadores de doencgas vasculares e submeteu esse
material a trés protocolos com forcas de centrifugacao diferentes: 400g, 800g
e 200g. Os PRFs obtidos foram cultivados em meio estéril de cultura de células
e avaliados nos tempos: 15 minutos, 1 dia, 3 dias e 7 dias. Os fatores de
crescimento foram detectados pela método ELISA e quantificados em todos os
protocolos. Dos resultados obtidos foi visto que apenas o fator de crescimento
EGF apresentou diferencas significativas (p=0,044) nas alteracbes da forca
centrifuga nos tempos avaliados. Os outros fatores apresentaram mudancas
na deteccao ao longo dos dias. Com esses resultados podemos concluir que

essas variagcbes no protocolo n&o interferem na deteccdo da maioria dos



fatores de crescimento, 0 que traz seguranca ao profissional na obtencédo do
potencial do material mesmo com pequenas variacbes em sua forma de
processamento. O numero N foi de 6 pacientes para que , como plano piloto
pudéssemos averiguar se a quantificacdo das cotocinas teria realmente uma
adequada metodologia com a leitura dos teste ELISA direto sanduiche. A partir
dai podermos aumentar o N certificados do padrdo , metodologia e eficacia
deste estudo, podendo também direcionarmos para estudos ndo somente em

placas com sobrenadantes mas em seres humanos em um futuro proximo .

Palavras-chave: Fibrina Rica em Plaquetas, PRF, Centrifugacdo, Fatores de

Crescimento, EGF, Necrose, Ferida, Escara



ABSTRACT

Influence of centrifugal force on the release kinetics of growth factors in
platelet-rich and leukocyte-rich fibrin network in healthy humans

Current Dentistry is increasingly advanced in terms of the use of biomaterials with
application in various areas of activity. Platelet-rich fibrin (PRF) is an example of this
advance, but despite this, there are still many gaps around the full biological potential
of this material. The crucial issue for the quality, applicability, and function of PRF is
linked to the way to obtain this material. Changes in the centrifugation process can
change the composition of this biomaterial and also in its activation. Some studies have
already evaluated the role of changes in centrifugation force in obtaining PRF, and
other studies have evaluated the dynamics of the release of these factors over time,
but few studies have evaluated the influence of changes in centrifugation on the
release process. . Therefore, this study aimed to evaluate the influence of velocity and
centrifugal force on the kinetics of growth factor release by human PRF. For this, this
study used peripheral blood samples from 6 healthy patients and submitted this
material to three protocols with different centrifugation forces: 400g, 800g, and 200g.
The PRFs obtained were grown in a sterile cell culture medium and evaluated at times:
15 minutes, 1 day, 3 days, and 7 days. Growth factors were detected by the ELISA
method and quantified in all protocols. From the results obtained, it was seen that only
EGF showed significant diferences (p=0,044) in changes in centrifugal force at the
times evaluated. The other factors showed changes in detection over the days. With
these results, we can conclude that these variations in the protocol do not interfere in
the detection of most growth factors, which brings security to the professional in

obtaining the potential of the material even with small variations.

Keywords: Platelet Rich Fibrin, PRF, Centrifugation, Growth Factors, EGF
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1. INTRODUCAO

A expressao “engenharia de tecidos”, ou “engenharia tecidual’, surgiu,
originalmente, com a construcao laboratorial de dispositivos que continham células e
mediadores, numa matriz bioldgica ou sintética, utilizada em pacientes com o intuito
de facilitar a regeneracdo de determinados tecidos (LANGER & VACANTI, 2016).
Esses dispositivos utilizados na engenharia tecidual s&o conhecidos como
biomateriais e possuem uma ampla aplicabilidade nas areas da saude. Geralmente,
0s biomateriais combinam trés elementos-chave: scaffolds (estruturas tridimensionais
que servem de suporte ao crescimento celular), moléculas de sinalizacdo (como os
fatores de crescimento) e células (osteoblastos, fibroblastos, ou outras populacdes
adequadas a regeneracao do tecido lesado) (JAHANBANI et al., 2020). Um dos
principais objetivos da pesquisa com biomateriais, no campo da engenharia de
tecidos, é promover uma reacao tecidual induzida por um determinado material, que
leva a regeneracdo e uma cicatrizacdo eficaz do tecido lesionado. Assim, um
biomaterial deve servir como uma barreira temporaria para revestir defeitos e
promover a regeneragcdo dos tecidos, sendo compativel com o tecido e, mais
importante ainda, ser aplicavel clinicamente. No campo da regeneracdo, a
vascularizacdo desempenha um papel crucial, uma vez que assegura um
fornecimento continuo de nutrientes. Além disso, favorece a remocéao de residuos de
produtos celulares a partir do suporte da regiao enxertada.

Entre os grandes desafios apresentados pela pesquisa clinica esta o
desenvolvimento de aditivos cirlrgicos bioativos, visando a regulacdo da inflamacao
e uma melhora cicatricial. De fato, apds cada intervencdo, ocorrem fenémenos
complexos na remodelagéo dos tecidos, o que resulta na sobrevivéncia e cicatrizacao
dos mesmos. A regeneracao de tecidos é mediada por uma grande variedade de
eventos, intra e extracelulares, que sao regulados por biossinalizadores e por um
processo complexo que depende de uma sequéncia de eventos que incluem: fixagao,
migracéao e proliferacédo celular (WU et al., 2012).

O desenvolvimento de tecnologias a base de concentrado de plaquetas tem
sido aprimorado, afim de otimizar a cicatrizagéo tecidual. O objetivo de todas estas
tecnologias € extrair, através de centrifugacdo e métodos de manipulacéo, todos os

elementos que poderiam ser usados para melhorar a cicatrizacdo e promover a
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regeneracdo de tecidos a partir de uma amostra de sangue. O plasma rico em
plaguetas (PRP) foi a primeira geracéo de derivados de amostras de sangue humano,
utilizados com este proposito. Estudos comparativos mostraram que o PRP tem um
efeito positivo no processo de cicatrizacdo de feridas e na regeneracao tecidual
EHRENFEST; RASMUSSON, et al., 2009). No entanto, a adicdo de anticoagulantes
e de trombina bovina limita a aplicacdo clinica do PRP e apela a estratégias
alternativas, clinicamente viaveis.

Devido a restricdes legais sobre a manipulacdo de sangue, surgiu na Franca
uma nova familia de concentrado de plaquetas, diferente de cola de fibrina ou um
concentrado de plaquetas classico. Este novo biomaterial, chamado de platelet rich
fibrin (PRF), ou fibrina rica em plaqueta, é similar a uma matriz cicatricial autéloga
(CHOUKROUN et al., 2006). Ao contrario dos outros concentrados de plaquetas
usados até entdo, trata-se de uma técnica em que €é necessaria somente a
centrifugacéo de sangue do paciente, sem outros aditivos. Esta, pretende mimetizar o
processo natural de coagulacdo, e produzir uma membrana bioativa simples e
econdmica que funciona como uma rede de fibrina. Com isso, resulta tanto na
migracdo e na proliferacdo celulares de forma mais eficiente. Em particular, esse
biomaterial € composto por plaguetas (ricas em fatores de crescimento), rede de
fibrina (servindo como uma matriz de suporte) e, em alguns casos, rica em células
(principalmente as varias popula¢@es de leucécitos) (BIELECKI; EHRENFEST, 2012;
EHRENFEST; DEL CORSO, et al., 2010).

Estdo disponiveis varias técnicas para a preparacdo dos concentrados
plaguetarios atualmente. Todavia, as suas diferentes indicacbes podem parecer
confusas, uma vez que cada método de manipulacéo origina diferentes produtos,
biologicamente diferentes e com aplicagcdes diversificadas (EHRENFEST,
RASMUSSON, et al., 2009). A classificacdo proposta por (EHRENFEST et al., 2012)
divide os concentrados plaquetarios em quatro categorias, dependendo do seu
conteudo de leucécitos e fibrina:

- P-PRP: Plasma rico em plaquetas puro;

- L-PRP: Plasma rico em plaquetas e leucécitos;

- P-PRF: Fibrina rica em plaquetas puro;

- L-PRF: Fibrina rica em plaquetas e leucocitos.

O desenvolvimento da fibrina rica em plaquetas (PRF) simplificou

drasticamente o procedimento de preparacéo de concentrados de plaquetas e facilitou
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sua aplicacao clinica. A eficacia clinica da PRF tem sido demonstrada em estudos
pré-clinicos e clinicos, com interessantes resultados in vitro (EHRENFEST,;
DOGLIOLI, et al., 2010; EHRENFEST; RASMUSSON, et al., 2009) com varias
possibilidades de aplicagfes clinicas na cirurgia bucal, principalmente na cirurgia de
implante com levantamento do seio maxilar e em cirurgia periodontal (BASTAMI,
KHOJASTEH, 2016).

Os efeitos biologicos desta matriz de fibrina podem ser divididos em quatro
aspectos da cicatrizagdo: angiogénese, controle imunitario, recrutamento das células
precursoras circundantes e protecéo. A angiogénese consiste na formacao de novos
vasos sanguineos a partir de outros pré-existentes. Para isso, € necessaria a
presenca de uma matriz extracelular para permitir a migracao, diviséo e a alteragéao
fenotipica das células endoteliais e também a acdo das plaquetas presentes neste
biomaterial. A sua ativacdo é fundamental para iniciar a hemostasia. Contudo, a sua
degranulacdo implica também na libertacdo de citocinas capazes de estimular a
migracao celular e a proliferacdo na matriz de fibrina (CHOUKROUN et al., 2006).

A propriedade de angiogénese deste substrato é explicada pela estrutura
tridimensional e pela acdo simultanea das citocinas que se encontram aprisionadas
na estrutura da matriz. A matriz de fibrina contém diversas populacdes do sistema
imunoldgico, bem como todos os elementos celulares e moleculares que permitem
uma cicatrizacdo eficaz. As capacidades de defesa contra infecgcbes parecem ser
significativas, devido as suas propriedades quimiotaticas, assim como a sua
capacidade de facilitar o acesso das citocinas ao local da lesdo (GHANAATI et al.,
2014).

Desenvolvimentos recentes na biologia celular e molecular, frutos de pesquisa
continua (REDDY et al., 2020), aumentaram a compreensdao dos processos de
cicatrizacdo e regeneracao de feridas. Assim, o papel crucial dos leucécitos e seus
subgrupos como principais protagonistas para modular as varias fases durante a
cicatrizacdo de feridas foram esclarecidos. Além disso, as plaguetas, bem como a
rede de fibrina sdo conhecidos por desempenhar um papel importante no processo de
cicatrizacdo de feridas (LITVINOV; WEISEL, 2016). Os leucdcitos participam na
angiogénese e linfogénese, enquanto que a rede de fibrina € um fator chave nos
estagios iniciais da cicatrizacéo de feridas, tornando seus efeitos sinérgicos com as

plaguetas e sua funcdo como um reservatério de citocinas.
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O processo de regeneracdo ou reparacdo do tecido requer uma reacao
harmoniosa de varios tipos de células, incluindo células de resposta imune
(neutrdfilos, macrofagos, linfocitos), células epiteliais e fibroblastos bem como outras
células relevantes para o tecido em questdo. O conceito de scaffold de PRF parece
ser uma fonte ideal de componentes para o0 processo de cicatrizacdo. Esta rede
autdloga derivada do sangue pode ser uma fonte Unica de células estaminais
hematopoiéticas (HSCs), que sao de grande importancia na medicina regenerativa,
segundo revisao recente por (OGAWA et al., 2013). Contudo, ainda é controverso se
os fatores de crescimento estéo significativamente concentrados em preparacdes de
PRF para facilitar a cicatrizacao de feridas e a regeneracao de tecidos (MASUKI et al.,
2016).

Neste método de livre acesso, uma amostra de sangue € obtida sem
anticoagulante e centrifugada imediatamente durante 12 minutos. Uma grande
vantagem da presente metodologia é a sua simplicidade de preparacdo: o processo
de centrifugacdo ativa a coagulacdo e, como resultado, ocorre a formacdo de um
coagulo. Este coagulo € constituido por uma rede de fibrina tridimensional em que as
plaguetas e outras células do sangue sao aprisionadas. H4 uma liberacao gradual e
rapida de fatores de crescimento da PRF. No fim do processo, um coagulo de L-PRF
pode ser recolhido no meio do tubo. Este codgulo reline quase todas as plaquetas e
metade dos leucdcitos da coleta de sangue inicial (com maioria de linfocitos)
(EHRENFEST, DOGLIOLI, et al., 2010). A fibrina apresenta uma dupla funcgéo:
reservatorio de citocinas e matriz de cicatrizacdo celular aptos a serem liberados
(EHRENFEST et al., 2012). E é uma fonte de fatores de crescimento ativos que séo,
entre outros, o platelet derived growth factor (PDGF), ou fator de crescimento derivado
de plaquetas, o transforming growth factor beta (TGFB), fator de crescimento
transformador beta, e o vascular endothelial growth factor (VEGF), fator de
crescimento endotelial vascular. Este coagulo pode entdo ser utilizado diretamente
como material de preenchimento ou associados com materiais de enxertia 6ssea, ou
pode ser comprimida, transformando-se em uma membrana de fibrina L-PRF bem
resistente (PECK et al., 2016). A liberagcao destes fatores comeca de 5 a 10 minutos
apés a coagulacdo e continua durante dias (SCHAR et al., 2015a).

Embora o “Protocolo de Choukroun” tenha sido claramente delineado, varias

publicacdes ndo seguiam os métodos prescritos (PECK et al., 2016). A chave para
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essas diferencas pode ter sido a utilizacdo de centrifugas distintas ou uma forca
centrifuga relativa (RCF) especifica (400 G).

Centrifugas sdo equipamentos que aplicam uma forca centrifuga relativa para
separar as particulas de uma solugédo. A RCF, também conhecida como forca G (forca
gravitacional), é gerada quando uma determinada massa é submetida a um
movimento circular, tal como ocorre no processo de centrifugacdo de amostras
biolégicas, que € o processo no qual ocorre a separagdo de soro, plasma e outros
fluidos biolégicos.

Recentes estudos demonstraram que modificacbes na velocidade de
centrifugacéo e no tempo de centrifugacdo podem favorecer um aumento na liberacao
do fator de crescimento da PRF que por sua vez podem influenciar diretamente a
regeneracao de tecidos aumentando a migragcao de fibroblastos, surgindo o conceito
de baixa velocidade (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017; GHANAATI et al., 2014).

Embora os estudos mencionados acima evidenciem o potencial consideravel
de PRF em termos de regeneracao de tecidos e aplicacao clinica, ainda néo esta claro
como as células séo distribuidas neste tipo de arcabouco de fibrina, e como essa
distribuicdo pode ser afetada de acordo com as variacdes de tempo, velocidade da
centrifugacéo e alterac6es na RCF. Assim, estudos pré-clinicos e clinicos adicionais

Sao necessarios para avaliar este novo conceito.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Concentrados plaquetarios

Hematologistas, na década de 70, observaram que um produto do sangue
processado possuia caracteristicas especiais, devido a maior quantidade de
plaguetas, e o chamaram PRP. Esse produto era resultado da separacdo de
componentes do sangue, que produzia no plasma um agregado ou concentrado. Esse
concentrado plaquetario era usado em tratamentos de pacientes com trombocitopenia
nos processos de transfuséo sanguinea (KAWASE et al., 2020).

O produto era usado em ferimentos e lesbes, e possibilitava uma melhor
cicatrizacdo. O PRP era obtido a partir de sangue autdlogo processado e possuia
inUmeras qualidades, dentre elas o baixo risco de rejeicdo e a dimuicdo do tempo de
recuperacdo (AMABLE et al., 2013). Isso permitiu que esse produto fosse usado em
varias ocorréncias médicas e, ha década de 80, foi amplamente empregado na area
da cirurgia maxilofacial. Nesse periodo observou-se que o PRP trazia vantagens em
relacdo a acao anti-inflamatéria e proliferacao celular, o que resultava em um melhor
processo de cicatrizagéo e regeneracao (BIELECKI; EHRENFEST, 2012).

Nos anos seguintes, o PRP foi muito aproveitado na area desportiva
musculoesquelética, na recuperacéo de lesdes de atletas profissionais. Essas lesfes,
muitas vezes, envolviam tenddes, que particularmente possuem um maior grau de
dificuldade de regeneracdo por ser um tecido pobre em células e irrigacdo vascular
(MORAES et al., 2014; BAVA; BARBER, 2011; MEI-DAN et al., 2010).

Com o sucesso dos tratamentos, surgiu grande interesse comercial no
potencial do PRP e, como consequéncia, este foi difundido para outras areas da saude
como odontologia, ortopedia, cardiologia, pediatria, urologia, ginecologia e mais
recentemente a dermatologia (KAWASE et al., 2020; MORAES et al., 2014).

Em definicdo, o PRP €& um biomaterial obtido a partir da centrifugacdo do
sangue, que resulta em uma porcdo de plasma com quantidades maiores de
plaguetas que o material inicial, antes da centrifugagdo. Como consequéncia da
centrifugacgédo, existe no PRP ndo somente plaquetas, mas também células, fatores
de coagulacéo, fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e outras proteinas
plasmaticas (EHRENFEST; RASMUSSON et al., 2009).

O uso do PRP em intercorréncias, lesdes, cirurgias e areas cirdrgicas em

processo de recuperacédo, traz muitos beneficios ao paciente. Esses beneficios vao
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desde de uma melhor hemostasia até um potencial regenerativo em cirurgias
reconstrutivas. Todas essas qualidades advém de mecanismos biologicos latentes
nos componentes do PRP, que sdo concentrados e aplicados diretamente sobre o
local desejado (LE et al., 2019; ANDIA; ABATE, 2013). Um resumo dos mecanismos
bioldgicos e sua correlagéo clinica podem ser observados na Figura 1.

Plasma rico em plaquetas (PRP)

Mecanismos biolégicos Correlagéo clinica

Anabolismo
TGF-B1, PDGF, BDNF e IGF-1

Py Mudancas na estrutura dos tenddes

Volumizacdo em cirurgias plasticas e reconstrutivas

Figura 1 Beneficios do uso do PRP. Correlagdo entre os mecanismos biolégicos e condi¢des clinicas.
Baseado em Andia e Abate, 2013.

O sangue periférico autélogo € o material base para a obtengédo do PRP e é
adquirido por meio de venopunc¢éo durante o ato cirdrgico. O sangue é classificado
como um tipo especial de tecido conjuntivo e possui componentes figurados
(eritrécitos, leucdcitos, plaquetas e outras moléculas) e o plasma, que confere as
propriedades liquidas a este tecido (BIELECKI; EHRENFEST, 2012; EHRENFEST;
RASMUSSON, 2009). Apesar de parecer homogéneo e estavel, o0 sangue pode ser
facilmente estratificado e separado por diversos processos fisicos e/ou quimicos, e a
centrifugacéo € o mais comumente usado.

Cada componente do sangue possui um gradiente de densidade, estrutura e
volume diferentes, e isso é determinante no processo de precipitacdo. Esse fator é
importante pois estabelece a concentracdo de cada componente apés a
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centrifugacdo, bem como a sua biofuncionalidade (FUJIOKA-KOBAYASHI et al.,
2017).

Outro fator importante na composicdo do PRP é o grau de preservagéo e
ativacao desses componentes, sendo células ou moléculas. Deste modo, o protocolo
de centrifugacdo caracteriza o tipo de PRP obtido e os fins para os quais sera
destinado (EHRENFEST; DEL CORSO et al., 2010; FUJIOKA-KOBAYASHI et al.,
2017; MASUKI et al., 2016).

Devido a enorme possibilidade de modificacdes na composi¢cédo e qualidade
do PRP, a partir de variacbes no protocolo de obtencdo e centrifugacdo, muitos
protocolos surgiram a fim de suprir as demandas emergentes.

Mas, independentemente do protocolo, o padrdo de obtencdo se baseia na
separacao, ou estratificacéo, e posterior concentragcao dos componentes (CAO et al.,
2021; MIJIRITSKY et al., 2021). De maneira geral, primeiro obtém-se o sangue do
paciente, que €é coletado por um tubo contendo anticoagulantes, e este passa por uma
centrifugacéo com o intuito de separar os componentes em estratos. Em seguida,
formam-se trés camadas: a mais profunda composta por hemacias; a mais superficial
composta predominantemente por plasma, e proteinas de baixo peso molecular,
pobre em plaquetas (PPP); e entre as duas, uma camada chamada de papa
leucocitaria ou “buffy coat” (BC), correspondente a camada rica em leucdcitos e
plaguetas. Posteriormente, deste tubo sédo recolhidas as camadas mais superficiais,
PPP e BC, e transferidas a um novo tubo sem anticoagulantes. Nessa etapa, faz-se

. “PPP” ou plasma pobre em plaguetas
Transferéncia do P P plag

uma nova centrifugacao e a concentra¢do dos componentes (Figura 2).
“buffy coat” e PPP

para outro tubo

__': —_— . Hemacias
12 centrifugacdo 22 centrifugacdo

“buffy coat” ou concentrado de plaquetas

]— Plasma acelular rico em fibrina

=/ _ | _|— PRP

Sangue autologo Sangue separadoem Concentracdo de plaquetas
total 3 estratos no fundo do tubo

Figura 2 Processo de obtencao de PRP, protocolo classico de dois passos. Baseado em Dohan et al,
2006.
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Apés esse processo, o concentrado de plaquetas pode ser diretamente
aplicado no sitio operatério, ou ser ativado com a adi¢cdo de trombina ou cloridrato de
calcio. A adicdo desses reagentes estimula a degranulagéo plaquetéria e a liberagcédo
de fatores de diferenciacdo e crescimento (GHANAATI et al., 2014). Essa liberacéo
ocorre de forma gradual tendo, aproximadamente, 70% dos fatores de crescimento
liberados em 10 minutos, e proximo de 100% desses, liberados apdés uma hora da
ativagdo. A liberacdo de fragbes menores pode ser detectada em até 8-10 dias da
ativacao inicial (SCHAR et al., 2015a).

No processo de obtencédo de PRP sdo usados componentes extrinsecos como
0s anticoagulantes, na fase de coleta do sangue, e 0s coagulantes na fase posterior
quando uma maior ativacao plaquetaria é desejada. A adi¢cdo desses compostos pode
influenciar no potencial desses agregados plaquetarios e alterar a biodisponibilidade
das moléculas sinalizadoras no processo inflamatério. Ademais, esses procedimentos
deixam o processo mais complexo e exigem maior capacidade técnica e maior tempo
de trabalho (DAVIS et al., 2014; EHRENFEST; DOGLIOLI et al., 2010).

Existem trés principais parametros usados para classificar os tipos de
concentrados plaquetarios, bem como a sua aplicabilidade. Esses parametros se
relacionam com os kits de preparacao e tipo de centrifuga utilizados, com o contéudo
do concentrado e com a formacéo de rede de fibrina que suporta as plaquetas e os
leuicdcitos. Com base nisso sao classificados, atualmente, quatro grandes categorias:
plasma rico em plaquetas puro (P-PRP); plasma rico em plaquetas e leucéticos (L-
PRP); fibrina rica em plaquetas puro (P-PRF); e fibrina rica em plaquetas e leucocitos
(L-PRF) (EHRENFEST et al., 2012; EHRENFEST; RASMUSSON et al., 2009). As
caracteristicas de cada categoria pode ser vista na Tabela 1.

Tabela 1 Caracteristicas das quatro categorias de concentrados plaquetarios. PPP, plasma pobre em
plaguetas; BC, buffy coat; RBC, red blood cels.

Concentrado Definicdo Variac&o do protocolo
plaguetério
P-PRP Concentrado de Uso de anticoagulantes e coagulantes. Centrifugagéo curta

plaguetas pobre em e leve (1), centrifugacdo longa e pesada (2). No segundo

células e rede de passo séo transferidos apenas o PPP e parte superficial do

fibrina. BC, e séo recolhidas as porc¢ées finais do concentrado. A
maior parte dos leucdcitos nao é recolhido.

L-PRP Concentrado de Uso de anticoagulantes e coagulantes. Centrifugagéo curta
plaguetas rico em e leve (1), centrifugacdo longa e pesada (2). No segundo
leucocitos e pobre passo sdo transferidos o PPP, o BC e parte do RBC. Sédo
em rede de fibrina. recolhidos as porc¢des finais do concentrado com todo o BC.
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P-PRF Rede de fibrina rica Pode ou ndo ter o uso de anticoagulantes e coagulantes
em plaquetas e (ndo trombina bovina). Centrifugacéo curta (1) e longa (2)
pobre em leucdcitos. em alta velocidade. S&o coletas apenas PPP e BC.

L-PRF Rede de fibrina rica Sem uso de anticoagulantes e coagulantes. Centrifugacéo
em plaguetas e Unica com ativagdo natural e imediata das plaquetas e da
leucécitos. formacado da rede de fibrina. E coletado apenas o coagulo

formado no centro do tubo.

Fonte: PACHECO, ROBERTO.
Como pode ser notado, a presenca de leucdcitos e rede de fibrina séo

fundamentais para a classificacdo dos concentrado e, consequentemente, para a
selecdo do protocolo e finalidade do produto obtido. Os leucdcitos apresentam funcao
antiinfeciosa e de regulacdo imunoinflamatéria, além de produzirem fatores
estimulantes de angiogénese. Ja a presenca da rede de fibrina pode aprisionar mais

leucdcitos no concentrado, além de fornecer um arcabouco de matriz extracelular para

Figura 3 Representacdo esquematica da estrutura da matrix e de células nos diferentes concentrados
plaguetérios. As linhas finas amareladas representam a rede de fibrina imatura e de menor diametro
(setas vermelhas). Essas fibras estdo em maior nimero nos protolocos de PRP e se dissolvem
rapidamente. J4 as linhas grossas amarronzadas representam as redes de fibrina maduras e formam
um arcabouco (setas pretas). Essas fibras sdo mais comuns em protocolos de PRF e se mantem por
maior periodo de tempo. Os circulos azuis representam os leucécitos e as formas cinzas representam
as plaquetas. (EHRENFEST, RASMUSSON et al., 2009).



28

Tendo em vista esses beneficios, 0 a PRF tem sido o biomaterial de escolha
em muitos processos de cicatrizacdo e regeneracdo por apresentar um maior

potencial biologico de cicatrizagéo.

2.2 Fibrinarica em plaquetas (PRF)

O uso de anticoagulantes, no ato da coleta do sangue periférico, resultava em
efeitos negativos no processo de cicatrizacdo do sitio operado. A presenca desses
anticoagulantes impediam, em parte, a formacao do coagulo e a liberacédo de fatores
plaguetarios e celulares in vivo. Isso poderia prejudicar, ou a0 menos atrasar, a
recuperacdo da area cirargica (PECK et al.,, 2016; WU et al., 2012). Além disso,
restricbes legais no manuseio do sangue levou a limitacdo do uso de reagentes
extrinsecos e aplicacdo desses em pacientes. Com isso em mente, pesquisadores
buscaram desenvolver uma segunda geracdo de concentrados plaquetarios em que
nao se utilizasse anticoagulantes e geleificantes (CHOUKROUN et al., 2006).

Choukroun et al (2001) desenvolveram um protocolo em que nao se utilizava
anticoagulantes no processo de coleta, o que resultava em geleificacdo natural do
sangue, e o produto obtido foi nomeado de fibrina rica em plaquetas (PRF). Nesse
novo protocolo, os processos celulares de cicatrizacdo transcorrem de forma mais
natural, sem interferéncia ou interrup¢des. Dohan et al (2006) descreveram a PRF,
bem como a técnica de obtencdo, e a caracterizaram como um biomaterial com
caracteristicas de matriz, ou scaffold. O biomaterial foi assim caracterizado por
apresentar uma estrutura 3D, como um arcabouco de fibrina, onde células e citocinas
recém liberadas poderiam ficar “aprisionadas”. Essas qualidades tornava a PRF o
biomaterial da classe dos concentrados plaquetarios que melhor mimetizava a
composicao, estrutura e fungcdo observadas em um processo cicatricial natural.

Nesse protocolo sédo coletados cerca de 9 ml de sangue periférico em tubo de
plastico revestido de vidro estéril sem tratamento com anticoagulantes. O tubo é entéo
centrifugado imediatamente a 3000 rpm, por 10 min. A ativacao das plaquetas e da
cascata de coagulacao acontece de forma rapida, através do contato com as paredes
de vidro com carga negativa. Durante o processo ocorre a ativagao do fibrinogénio,
concentrado na parte superior do tubo, pela trombina circulante, que se polimeriza em
fibrina. A polimerizacdo da fibrina ocorre em cadeia e um coagulo se forma no centro
do tubo, entre as hemacias, ao fundo, e o plasma acelular no topo (CHOUKROUN;
GHANAATI, 2018; DOHAN et al., 2006b) (Figura 4). Apos a centrifugacao, retira-se o
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coagulo formado e separa-se a parte amarela da parte vermelha inferior com o auxilio
de uma tesoura. Em uma superficie estéril, comprime-se o a PRF para remover os
fluidos, e entdo obtém-se uma membrana de fibrina aut6loga bem resistente e
elastica, com cerca de 3 cm x 1.5 cm (DOHAN et al., 2006b) (Figura 5).

“PPP” ou plasma pobre em plaquetas

| PRF ou coagulo de fibrina
—

Co!eta € . . Hemacias
centrifugacdo

imediata

——

Sangue autélogo total Coagulo de fibrina
Tubo de plastico revestido de vidro. estruturado e resistente
Auséncia de anticoagulante formado no meio do tubo

Figura 4 Processo de obtencdo de PRF. Baseado em Choukroun & Ghanaati, 2018.

A rapidez com que se manuseia 0 sangue recém coletado, é fundamental para
0 sucesso da técnica. Deve-se centrifugar o material coletado imediatamente, caso
contrario apenas um coagulo pequeno ira se formar devido a polimerizacdo difusa da
fibrina. O objetivo da técnica bem aplicada é concentrar a polimerizacédo da rede de
fibrina, iniciada naturalmente, e isso sé é possivel com o rapido manuseio. Apesar de
exigir maior atencdo quanto a velocidade do emprego da técnica, o protoloco de PRF
€ bem simples por ndo fazer uso de reagentes extrinsecos e necessitar somente de
um passo de centrifugacéo.

Alguns estudos demonstraram que o aumento no tempo de centrifugacao
somado a diminuicdo da velocidade produzia um produto PRF com caracteristicas e
propriedades um pouco diferentes. Essa técnica modificada permitia que mais
leucdcitos ficassem retidos no concentrado plaquetario, e esta foi nomeada de fibrina
rica em plaquetas avancada (A-PRF) (GHANAATI et al., 2014). O A-PRF foi muito
utilizado em areas cirargicas de terceiros molares e demonstrou significativa reducao
de dor pos-operatéria e reducéo de uso de analgésico (USTAOGLU et al., 2020). A
acdo dos leucdcitos derivados do A-PRF em areas pés-operatorias pode ajudar no
processo de limpeza e protecéo, evitando a infec¢do e contaminacéo do sitio operado.
Além disso, podem agilizar o processo cicatricial inicial e melhorar as condigbes pos
cirargicas (ZUMSTEIN et al., 2012).
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Red corpuscules
base.

Figura 5 Obtencao de PRF. (A) Centrifuga utilizada para processamento do sangue a 3000 rpm por 10
min. (B) Coagulo de fibrina obtido entre o sobrenadante PPP e as hemacias. (C) Coleta e manuseio do
da PRF. (D) Membrana obtida apds a remocdao dos fluidos do da PRF. Figura retirada do artigo Fonte:
(Dohan et al., 2006a).

2.3 L-PRF: fatores de crescimento.

Nas fases iniciais do processo de cicatrizacdo, as plaquetas interagem com o
fibrinogénio circulante para polimerizar redes de fibrina, e juntos formarem um tampéao
hemostatico. Essa conjuncdo resulta em um arcabouco temporario que consegue
capturar citocinas e servir de suporte celular, além de estimular a migracédo e
proliferacdo celular. Esse ambiente bioldégico ajuda a tornar mais propicia a
restauracédo da homeostase tecidual, com o fornecimento de fatores de crescimento e
citocinas que promovem a regulacdo da inflamagdo, angiogénese, sintese e
remodelacdo de um novo tecido (PALLUA et al., 2010).

Esse é 0 mesmo cenario biolégico que o uso de PRF objetiva mimetizar e
potencializar, para melhorar e agilizar o processo de cura. Cada componente da PRF
(plaquetas, leucdcitos e fibrina) possui um papel no processo de cicatrizacdo e
regeneracdo e, as alteracbes na liberacdo e concentracdo dos mediadores
inflamatérios devem ser observados nos diferentes protocolos de aquisicdo do
material (DAVIS et al., 2014).

As plaquetas sdo componentes do sangue, derivados de megacariécitos, que
possuem funcdo importante na obliteracdo vascular e facilitacdo da formacéo do
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coagulo de fibrina. Elas sédo capazes de estimular a proliferacéo e ativacao de células
envolvidas em cicatrizacdo de feridas, incluindo fibroblastos, neutrofilos, macréfagos
e células-tronco mesenquimais através da liberacdo e ativacdo de biomoléculas
importantes (LE et al., 2019). Ja os leucOcitos caracterizam um grupo grande de
células sanguineas que desempenham diversas funcdes importantes na acgao
antimicrobiana e inflamatdéria. Os tipos mais comuns encontrados na rede de fibrina
do PRF séo os neutréfilos, macrofagos e em sua maioria linfocitos. Esses tipos
celulares séo capazes de manter a liberacdo de biomoléculas por um maior periodo
de tempo, quando estimulados (ZUMSTEIN et al., 2012).

A trama tridimensional de fibrina, por sua vez, confere um suporte que
consegue capturar as moléculas produzidas, concentrando-as no local e impedindo
sua rapida degradacao. A fibrina, fibronectina e fatores de crescimento sdo essenciais
para modular expressdo de integrina, proliferacdo de fibroblastos e sua migracao
dentro da ferida (EHRENFEST; DEL CORSO et al., 2010). A confluéncia da acao
desses componentes desempenha um papel crucial no beneficio molecular mais
caracteristico da L-PRF: a rapida e prolongada liberacdo de fatores de crescimento
(SCHAR et al., 20152; EHRENFEST; de PEPPO, et al., 2009).

Fatores de crescimento sdo as moléculas que promovem a comunicacao
celular e influenciam a inflamacdo, angiogénese, migracdo de células-tronco e
proliferacdo. As biomoléculas fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de transformacdo de crescimento beta 1 (TGF-B1), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de
crescimento tipo insulina 1 (IGF-1) sdo encontradas na PRF e tém sido alvo de
estudos de liberagéo e atividade molecular dos concentrados plaquetarios (MASUKI
et al., 2016).

O TGF-B1 é um polipeptideo da familia dos fatores de transformacgao beta ()
produzido por plaquetas e leucocitos. Possui acdo anti-proliferativa, portanto
regulatoria, dependendo do tipo celular, sendo a molécula mais comum na regulacao
da atividade intercelular. Ele ainda pode ter funcdo na diferenciacéo, senescéncia e
apoptose celular. Ja os seus efeitos nas moléculas de matriz o tornam a citocina com
0 maior poder de fibrose, quando produzido por osteoblastos e fibroblastos. A grande
atividade de TGF-B1 pode favorecer uma cicatrizagdo fibrotica (FUJIOKA-
KOBAYASHI et al., 2017; QIAO et al., 2017).



32

VEGF é uma proteina, secretada por células e plaquetas, que serve como
sinalizadora para a angiogénese. E um homodimero ligado por dissulfeto que
compartilha estrutura homéloga ao PDGF, e é um fator mitogénico especifico de
células endoteliais. Ele regula positivamente a proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia das células endoteliais e também age como um quimiotatico para
monaocitos e mastocitos. Citocinas como o EGF, TGF-$ e IL-6 aumentam a expressao
de VEGF, e este possui a caracteristica de aumentar a permeabilidade vascular até
mais que a histamina (QIAO et al. 2017; SALGADO et al. 2001).

EGF é um peptideo liberado por plagquetas e macréfagos e possui funcéo
principal de estimular a proliferacdo de células epiteliais. Outras funcdes
desempenhadas pelo EGF sdo 0 aumento da sintese proteica, estimulo para a sintese
de DNA, crescimento e maturacdo celular e quimiotaxia (ARIZON et al., 2012;
KOBAYASHI et al., 2016a).

Finalmente, o IGF-1 € uma proteina com estrutura molecular similar a insulina
que € produzida em maior parte pelo figado. Os leucocitos também sao capazes de
produzi-lo e no ambiente inflamatoério tem o papel de participar da ativacédo de células
T e promover a sobrevivénvia de células T e fibroblastos. Possui um papel muito
importante nas fases mais avancadas da cicatrizacdo pelas propriedades anti-
apoptoticas e anabdlicas, através do estimulo para a producdo de matriz extracelular.
A producdao local de IGF-1 e TGF-31 sdo responsaveis pela manutengéo e sintese de
fibras colageno na neoformagcéo tecidual (DOHAN et al., 2006b; SCHAR et al., 2015a).

A importancia dos fatores de crescimento no potencial biolégico dos
concentrados plaquetéarios tém sido avaliada em varios trabalhos e tem se mostrado
como uma das pecas chaves no beneficio do uso de PRF. As variacdes entre as
técnicas e também entre os individuos podem contribuir na variacdo das quantidades
de fatores de crescimento encontradas. Os parametros de velocidade, periodo de
tempo e concentracdo de liberacdo desses componentes sdo comumente usados nos
trabalhos para a avaliacdo desse processo biolégico.

Schér et al.,, (2015) avaliaram a concentragdo e cinética dos fatores de
crescimento liberados derivados do da L-PRF, L-PRP e coagulo sanguineo natural em
uma cultura in vitro, em um periodo de 28 dias. Foi visto que maiores quantidades de
TGF-B1 foram liberadas no na L-PRF, enquanto mais VEGF foi liberado em coagulo
natural. Além disso, foi visto que a liberagédo de IGF-1 durou até o primeiro dia, no L-

PRP e coagulo natural, mas permaneceu até o terceiro dia na L-PRF. Nesse trabalho
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também foi observado que as células mesenquimais e endoteliais demonstraram
maior migracdo celular em resposta a cultura de L-PRF e coagulo natural, em
comparacao ao a L-PRP.

Kobayashi et al., (2016) apresentaram um trabalho no qual compararam a
liberacdo de fatores de crescimento ao longo do tempo em trés tipos de concentrados:
PRP, PRF e A-PRF. Foram avaliadas a liberacédo desses fatores nos tempos 15 min,
60 min, 8 h, 1 dia, 3 dias, e 10 dias. Foi visto que o PRP liberou as maiores quantidades
de fatores nos primeiros 15-60 min. Essa marca foi ultrapassada em todos o0s outros
tempos avaliados e se manteve assim até o décimo dia pelo pela A-PRF. O A-PRF
manteve uma liberacao de fatores continua e superior ao a PRP.

Outros trabalhos foram publicados e confirmaram a superioridade na liberacéo
de fatores de crescimento pela categoria das PRFs. Mas existem ainda na literatura
lacunas sobre a influéncia do protocolo e equipamentos utilizados na aquisicdo dos
concentrados. Uma dessas lacunas é referente a influéncia da forca centrifuga na

concentracdo, preservacao e liberacdo desses fatores biolégicos ao longo do tempo.

2.4 Protocolos e centrifugacédo: relacéo da cinética e a liberacdo de mediadores
inflamatorios

A ideia inicial do protocolo de Choukroun (2001) para a obtencdo de PRF era
de ser um método simples e de facil reprodutibilidade. Nesse método era especificado
0 uso de uma centrifuga do modelo PC-02 e o uso de um kit de coleta da Process®
(49 Rue Gioffredo, Nice, Franga).

O sangue era centrifugado a 3000 rpm, o que resultaria em um RCF de 400g
(KOBAYASHI et al., 2016a). Os trabalhos que se seguiram com a avaliacdo da PRF
variavam o protocolo original pela néo utilizacdo do mesmo modelo de centrifuga e kit
de coleta. Nesses trabalhos eram utilizadas as mesmas velocidades, de 3000 rpm,
mas nao eram informados o RCF. Além disso, outros modelos de centrifuga poderiam
estar sendo usados na pratica clinica e poderiam ndo reproduzir os beneficios
relatados nos trabalhos (PECK et al., 2016).

Normalmente, o uso de centrifugas e dos protocolos de obtencdo de
concentrados plaquetéarios se atém a descricédo e aplicacdo dos valores de rpm, que
nos informa somente a velocidade da centrifugacdo. A melhor expresséo das forcas
geradas pela centrifuga, ou forca G, € a RCF que é calculada considerando a

velocidade de rotacdo, ou rpm, e o raio, ou r, do centro da centrifuga. O resultado &
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expresso em numero de vezes de gravidade, ou g. As caracteristicas gerais dos
vetores e forcas exercidos no processo de obtencdo de PRF podem ser vistas na

Figura 6.

\ / == Dire¢&o de rotacdo
w A

— ‘I", raio. Distancia entre o centro
e a borda da centrifuga.

> “\/” yelocidade. Expressa em RPM.

Forca centrifuga exercida nos

ﬁ 5
componentes sanguineos.

Centrifuga Tubo com sangue

Figura 6 Centrifuga e forcas relacionadas. Desenho esquematico representando o rotor de uma
centrifuga com os tubos de sangue em rotacdo e um tubo de coleta sob influéncia da forga centrifuga.
A linha azul representa a direcao de rotacdo;a linha preta, comprimento do raio do rotor; a linha verde,
a velocidade de rotacdo, dada em rpm; e a linha vermelha, for¢a resultante que atua nos componentes
sanguineos, representados pelos circulos vermelhos. Fonte: PACHECO, ROBERTO

O funcionamento das centrifugas baseia-se em colocar amostras em rotacao

em torno de um eixo fixo. A essas amostras é aplicada uma forca de aceleracéo
perpendicular ao eixo. As unidades para indicar os parametros de uma centrifugacao
sao rpm e RCF:
- rpm é a velocidade de rotacdo. Ex.: Se a rotacdo de uma centrifuga € de 200 rpm,
significa que o objeto esta fazendo 200 rota¢des por minuto em torno de um eixo fixo.
- RCF ou forca G € a for¢a exercida durante a centrifugacéo. Ex.: Se a RCF é de 500
X g, significa que a forca centrifuga que esta sendo aplicada € 500 vezes maior que a
forca gravitacional da Terra. A relacdo entre essas unidades € determinada pela
seguinte equacdo: RCF ou forca G = 1,12 x R x (rpm/1000)?, onde, R € o raio do rotor
em milimetros. Obs.: O valor do raio (R) pode ser medido de trés formas: até a tampa
do tubo (Rmin), até o meio do tubo (Rav) ou até o fundo do tubo (Rmax). Assim, para
centrifugas diferentes, o protocolo devera ser adaptado ao tamanho de raio especifico
da mesma. Pode-se lancar mao de uma ferramenta que possibilite uma conversao
rapida das rotacdes por minuto (rpm) para forca G ou vice-versa.

Ao contrario, estudos realizados por Dohan et al, 2017, relatam que o a A-

PRF obtida ao se reduzir a velocidade de centrifugacao, teve um desempenho inferior
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ao a L-PRF convencional, no que tange a liberacdo de citocinas, sendo também
completamente dissolvida no terceiro dia de cultura.

A liberacéo do fator de crescimento e o numero total de leucdcitos e plaquetas
foram analisados em relacéo a variagao sistematica da exposi¢do a RCF ou forca G,
que é a forca exercida durante a centrifugacéo, estudo publicado por Choukroun &
Ghanaati (2018). Os resultados demonstraram que a reducédo do RCF de um intervalo
elevado para um espectro baixo dentro de matrizes autélogas com PRF conduz a um
aumento significativo do nimero de leucécitos e plaquetas, bem como a concentragao
do fator de crescimento (VEGF e TGF-1), no periodo testado de 1 e 24 horas. Com
base em seus resultados, os autores postulam o conceito de centrifugacao a baixa
velocidade, ou low speed centrifugation concept (LSCC), que aumenta o potencial de
regeneracao de matrizes de fluidos PRF. Consequentemente, a reducdo de RCF por
aplicacdo de LSCC abre novas vias para matrizes de PRF avancadas, nas quais a
comunicacao célula-célula entre plaquetas e leucécitos e a destas células dentro do
tecido receptor pode resultar melhorar a em regeneracgao tecidual melhorada.

Entretanto, mediante a literatura pesquisada, ndo se encontrou uma
correlacdo adequada entre a velocidade e forca centrifuga na cinética de liberacao de
citocinas e fatores de crescimento pela PRF humana; considerando ainda neste
aspecto, a variacao da exposicdo a RCF ou forca G, a concentracao dos fatores de
crescimento liberados de leucdcitos e plaquetas (L-PRF) durante a cultura in vitro em
diferentes tempos.

Assim sendo o objetivo do trabalho encontra-se descrito a seguir.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia forca centrifuga na cinética de
fatores de crescimento pela fibrina rica em plaquetas (PRF) humana.
3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a liberacdo quantitativa dos fatores de crescimento em relacdo a

variacdo da exposicdo a RCF ou forca G.

b) Analisar a concentrac@o dos fatores de crescimento liberados de leucécitos e

plaguetas (L-PRF) durante a cultura in vitro em diferentes tempos;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao de amostras de coagulo de PRF

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da UFMG com o NUumero do
Parecer : 2.381.598. Foram utilizados seis voluntarios saudaveis oriundos do Center
for Gastrointestinal Biology do ICB — UFMG (faixa etaria 20-45 anos, ASA 1), ndo
fumantes, sem histéria recente de ingestédo de &lcool, aspirina ou qualquer medicacéo
nem doencgas correlacionadas com o processo de coagulacdo. Todas as coletas de
sangue foram realizadas e processadas por bioquimicos ou biomédicos treinados,
oriundos do Center for Gastrointestinal Biology do ICB — UFMG.

Previamente, na semana dos testes, todos os pacientes foram submetidos a
uma coleta de amostra de sangue para verificacdo dos niveis normais das células
vermelhas, leucdcitos e plaquetas. Para cada voluntario, dois tubos de sangue (tubos
de plastico revestidos com vidro, 10ml, sem anticoagulante) foram obtidos a partir da
veia antecubital, recolhidos utilizando-se sistemas de coletas a vacuo equipados com
agulhas 21 G, para cada protocolo testado, totalizando seis tubos por paciente.

O sangue foi coletado de forma rapida (menos de 25 segundos por tubo) e a
centrifugacéo para cada protocolo comecou apos o ultimo tubo de cada grupo ter sido
recolhido ao longo de um tempo total de 2-3 minutos maximo. Para neutralizar o
parametro relativo a qualidade da centrifuga, foi utilizada a mesma centrifuga
cientifica, para todos os protocolos testados. Isso resultou em trés tempos de coletas

para cada paciente.

As membranas de PRF foram preparadas de acordo com um protocolo
original (DOHAN, 2006) e para também com duas alteracdes na RCF. Essa alteragdo
resultou em um protocolo com o dobro da RCF original e outro protocolo com metade
da RCF original. Em todos os protocolos testados o tempo de centrifugacdo foi

constante.
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Figura 7: Captacdo das membranas dentro da capela de fluxo laminar

Os protocolos utilizados foram:

1) L-PRF: PRF padrao (protocolo original, DOHAN, 2006) - Tubo de plastico
revestido de vidro estéril (10 mL; Forca de 4009, durante 12 min);

2) APRF+: PRF- RCF alto. Tubo de plastico revestido de vidro estéril (10 ml,
Forca de 800 g; durante 12 min);

3) A-PRF: PRF- RCF baixo. Tubo de plastico revestido de vidro estéril (10 ml,
Forca de 200 g; durante 12 min).

ApoOs centrifugacdo, o0s coagulos/membranas foram cuidadosamente
recuperados a partir dos tubos. A fracéo de células vermelhas do sangue foi removida
de tal modo que a parte do coagulo rico em fibrina ndo seja fosse danificada. Esta

técnica é descrita detalhadamente no protocolo desenvolvido por Dohan, 2006.

4.2 Quantificagdo de Proteinas com ELISA

Para determinar a quantidade de fatores de crescimento libertados a partir
de L-PRF, APRF+ e A-PRF aos 15 min, 1 dia, 3 dias e 7 dias, as amostras foram
colocadas num agitador incubadora a 36°C para permitir a libertacdo do fator de
crescimento no meio de cultura. Em cada ponto de tempo, os 5 ml de meio de cultura
foram recolhidos, congelados e substituidos por 5 ml de meios de cultura adicionais.
A quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando o método ELISA.

Nos pontos de tempo desejados, FGF (DY252, gama = 16,38-4000 pg/ml),
TGF-pl1 (DY240, gama = 31,20-2000 pg / ml), VEGF (DY293B, gama = 15,6-1000 pg
/ ml), EGF (DY236, gama = 3,91- 250 pg / ml) e IGF-1 (DY291 , Intervalo = 31,20-2000
pg / ml) foram quantificados utilizando um kit ELISA (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA) de acordo com o protocolo do fabricante.
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4.3 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando Prism Versdo 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, La Jolla, EUA). Inicialmente os dados foram analisados
descritivamente. Para as varidveis categoéricas foram apresentadas frequéncias
absolutas e relativas e para as variaveis numéricas, medidas-resumo (média, desvio
padrdo, mediana, minimo e maximo) .

As comparagfes de meédias foram realizadas utilizando-se o teste néo
paramétrico de Friedman. Em se verificando diferencas de médias, os grupos de
meédias distintos foram identificados via comparac6es multiplas de Dunn-Bonferroni
para se manter o nivel de significancia global.

Para todos os testes estatisticos foram utilizados um nivel de significancia de
5%. As analises foram realizadas utilizando-se o pacote estatistico SPSS 20.0 e
STATA 17.

5. RESULTADOS

5.1 Caracteriticas demograficas das amostras avaliadas

Foram avaliadas as informacdes de 6 pacientes, cuja média das idades foi de
36,8 anos (DP= 7,1 anos), sendo observada uma idade minima de 27 anos e maxima
de 45 anos. Desses pacientes, 66,7% eram do sexo feminino. Todos os individuos

incluidos nesse estudos eram sistemicamente saudaveis.

5.2 Comparacao da variacdo de tempo de incubacédo nos diferentes RCF, por
fator de crescimento avaliado

Conforme tabela 1 e graficos 1 a 5, verificaram-se diferencas de médias entre
tempos de incubacdo para EGF submetidas as forcas 200G (p=0,042), 400G
(p=0,011), 800G (p=0,029); TGFa submetidas as forcas 200G (p<0,001), 400G
(p=0,001), 800G (p<0,001) e VEGF submetidas as forcas 200G (p=0,001), 400G
(p<0,001), 800G (p=0,001). Ja para FGF e IGF1, néo se verificaram diferencas de
médias entre tempos de incubacao independentemente das forcas de centrifugacgéo.

Dessa forma, tem-se que:
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* EGF — Sob a centrifugacdo a 200G, verificou-se que a média a 15 minutos
foi inferior ao de 1 dia e 7 dias, similares entre si. Ja para as centrifugacdes a 400G e
800G, observou-se que a média aos 15 minutos foi inferior ao de 7 dias, ndo se
verificando diferengcas de médias entre demais momentos de incubagéo;

* TGFa — Sob a centrifugacéo a 200G e 800G, observou-se que as médias a
15 minutos foram inferiores ao de 3 dias e 7 dias. Além disso, verificou-se que a média
de 1 dia foi inferior ao de 7 dias. Ja na condicdo de 400G, nota-se somente que a
média de 15 minutos foi inferior ao de 7 dias;

* VEGF — Sob a centrifugacéo a 200G e 400G, observou-se que as médias a
15 minutos foram inferiores ao de 3 dias e 7 dias, ndo se verificando diferencas de
médias entre esses dois momentos. J& na condicao de 800G, nota-se que a média de
15 minutos foi inferior ao de 7 dias. Adicionalmente, para 400G e 800G, as médias

de 1 dia foram inferiores aos de 7 dias.
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Tempo de incubacéo ps p!
15'x 1 15'x 3 15'x 7 ldiax 3 ldiax7 3diasx 7
15' 1 dia 3 dias 7 dias dia dias dias dias dias dias
EGF (pg/mL)
200G 105+050 61,16+811  24.80+38,61 | 69,28+ 16.77 0042 0,025 1,000 0,044 0,265 1,000 0,442
400G 000+0,00 47,08+941  22.86+3559 57,65 10,59 0011 0,344 0,705 0,007 1,000 1,000 0,561
800G 000+0,00 4994+1555  24.90+40,79 54,09 % 10,29 0029 0,152 1,000 0,044 1,000 1,000 1,000
FGF (pg/mL)
200G 000+000  1,45%355 0,00+000  058+142 0572 ; ; ; ; ; ;
400G 007+238 580603 295+458  1,09+2,66 0,434 ; ; ; ; ; -
800G 449+556 6654603 322+526  152+372 0,158 - - - - - -
IGF1
(pg/mL)
200G 087+1,01  1,04+092 082+101 021050 0,233 . ; . ; ; .
400G 066+0094  1,06+1,25 096+1,26  048+1,17 0,372 ; - ; ] ] ;
800G 133+156  1,45+1,70 1174175 0,39 + 0,43 0,756 - - ; - - -
TGFa
(pg/mL)
200G 047+1,16  419+348 11,99+7,29 | 24,89 + 10,41 <0,001 1,000 0044 <0001 1,000 0,044 1,000
400G 064+158  537+263 10,61+4,14 22,71 +6,75 0001 0,705 0083 <0001 1,000 0,083 0,705
800G 089+219  824+503 16,44 +9,15 31,19 % 12,20 <0001 1,000 0044 <0001 1,000 0,044 1,000
VEGF
(pg/mL)
200G 208+730 80,16+4445 16018 + 63,44 | 250,65 % 95,91 0001 0,705 0,044 0,001 1,000 0,152 1,000
262,22 +
400G 547+061 71,11+3496 14505 + 69,72 160,41 <0,001 1,000 0044  <0,001 1,000 0,044 1,000
1322 + 337,50 +
800G 16,93 76,96 + 39,27 198,37 + 105,04 186,96 0,001 1,000 0,083 0,001 0,705 0,022 1,000

p¢ - nivel descritivo do teste de Friedman.

p* - nivel descritivo das comparagées muiltiplas de Dunn-Bonferro
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Teste para efeito de tempo de incubagdo: 200 G: p=0,042; 400G: p=0,011; 400G: p=0,029.

Grafico 1 Média (DP) de EGF (pg/mL) por tempo de incubacéo, segundo forca de centrifugacao.
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Teste para efeito de tempo de incubagdo: 200 G: p=0,572; 400G: p=0,434; 400G: p=0,158.

Gréfico 2 Média (DP) de FGF (pg/mL) por tempo de incubagéo, segundo for¢a de centrifugacéo
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Teste para efeito de tempo de incubagdo: 200 G: p=0,233; 400G: p=0,372; 400G: p=0,756.

Grafico 3 Média (DP) de IGF1 (pg/mL) por tempo de incubacao, segundo for¢a de centrifugacéo.
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Grafico 4 Média (DP) de TGFa (pg/mL) por tempo de incubacgéo, segundo forca de centrifugacao
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Teste para efeito de tempo de incubagdo: 200 G: p=0,001; 400G: p<0,001; 400G: p=0,001.

Grafico 5 Média (DP) de VEGF (pg/mL) por tempo de incubacao, segundo for¢a de centrifugacéo.

5.3 Comparacgéo da liberacéo dos fatores de crescimento nas variagdes de
tempo de incubacao entre os diferentes RCF

Conforme Tabela 3 e Gréficos 6 a 10, verificaram-se diferencas de médias
entre forcas de centrifugacdo para EGF aos 15 minutos (p=0,002), 1 dia (p=0,042) e
7 dias (p=0,009) de incubacao e para VEGF aos 15 minutos (p=0,009). Ja para FGF,
IGF1 e TGFa nao se observaram diferencas de médias entre forcas de centrifugacéo
em todos os tempos de incubacao. Dessa forma:

* EGF — Aos 15 minutos, 1 dia e 7 dias, verificou-se que as médias dessa
citocina submetida a 200G foi superior aos de 400G e 800G, similares entre si;

* VEGF — Verificou-se diferencas de médias entre forcas apenas aos 15

minutos — a média da citocina aos 200G foi inferior ao de 800G.
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Tabela 3 Medidas — resumo dos fatores de crescimento por for¢ga de centrifugacéo, segundo tempo de

incubacéo
Forca da Centrifugacéo ps p!
200 400 800 200 x 400 200 x 800 400 x 800
EGF (pg/mL)
15' 1,05 £ 0,50 0,00 + 0,00 0,00 £0,00 0,002 0,028 0,028 1,000
1dia 61,16 £ 8,11 47,08 £ 9,41 49,94 £1555 0,042 0,021 0,043 1,000
3 dias 24,80 + 38,61 22,86 + 35,59 2490+40,79 0,368 - - -
7 dias 69,28 £ 16,77 57,65 £ 10,59 54,09 £ 10,29 0,009 0,021 0,012 1,000
FGF (pg/mL)
15' 0,00 + 0,00 0,97 + 2,38 4,49+556 0,061 - - -
1dia 1,45+ 3,55 5,80 + 6,03 6,65+6,03 0,179 - - -
3 dias 0,00 + 0,00 2,95+ 4,58 3,22+526 0,273 - - -
7 dias 0,58 +1,42 1,09 + 2,66 152+372 0,867 - - -
IGF1
(pg/mL)
15' 0,87 +1,01 0,66 £ 0,94 1,33+156 0,311 - - -
1 dia 1,04 £0,92 1,06 £1,25 145+170 0,174 - - -
3 dias 0,82+1,01 0,96 + 1,26 1,17+175 0,717 - - -
7 dias 0,21 + 0,50 0,48 +1,17 0,39+0,43 0,761 - - -
TGFa
(pg/mL)
15' 0,47 +1,16 0,64 +1,58 0,89+2,19 0,368 - - -
1 dia 4,19 + 3,48 5,37 +2,63 8,24+503 0,069 - - -
3 dias 11,99 + 7,29 10,61 +4,14 16,44 +9,15 0,115 - - -
7 dias 24,89 £10,41 22,71 £6,75 31,19+12,20 0,135 - - -
VEGF
(pg/mL)
15’ 2,98 + 7,30 5,47 + 9,61 13,22 £16,93 0,009 1,000 0,028 0,250
1 dia 80,16 + 44,45 71,11 £ 34,96 76,96 £ 39,27 0,607 - - -
3 dias 160,18 + 63,44 145,05+ 69,72 198,37 +105,04 0,513 - - -
7 dias 259,65 +95,91 262,22 + 160,41 337,50+ 186,96 0,846 - - -
p¢ - nivel descritivo do teste de Friedman.
p* - nivel descritivo das comparagées muiltiplas de Dunn-Bonferroni.
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Teste para efeito de forga: 15’: p=0,002; 1d: p=0,042; 3d: p=0,368; 7d: p=0,009.

Grafico 6 Média de EGF (pg/mL) por forcas de centrifugagdo, segundo tempo de incubagéo
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Grafico 7 Média de FGF (pg/mL) por forcas de centrifugacéo, segundo tempo de incubacao
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Gréfico 8 Média de IGF1 (pg/mL) por forcas de centrifugacdo, segundo tempo de incubagéo
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6. DISCUSSAO

As aplicagcbes dos concetrados de plaquetas nas diversas areas da
Odontologia tornou-se uma pratica comum devido ao seu potencial biolégico quando
se pretende melhorar os processos de reparacdo e regeneracao tecidual. Essas
aplicabilidades sao dependentes das propriedades biologicas desse concentrado que,
devido as variagbes na composicédo celular e na liberacdo de fatores, conseguem
alcancar diferentes objetivos (MIRON et al., 2017).

Isso é possivel porque o componente celular obtido pode responder de
maneira diferente sob estimulos diferentes, como por exemplo a variacdo de RCF a
que é submetido. Sendo assim, forcas mecanicas podem alterar mecanismos de
producdo molecular intracelular, aumentando ou diminuindo a liberacdo de moléculas.
Esse processo é conhecido como mecanotransducdo e descreve as alteracdes
intracelulares que ocorrem em uma célula quando submetida a estimulos fisicos
(JANOTA et al., 2020). Tendo isso em mente, os estudos de obtencéo do PRF tém
sugerido modificacdes nos protolocolos originais a fim de extrair os diferentes
potenciais biologicos que esse material tem a oferecer (EHRENFEST et al., 2018).

O presente trabalho teve o objetivo de verificar as mudancas nesse potencial
com a alteracdo RCF do protocolo original, e assim avaliar a eficacia dessa alteragao
na liberacdo de fatores de crescimento e se isso tem impacto durante a primeira
semana apos a aplicacdo do protocolo de obtencdo do material.

Nesse estudo foi visto que todos os fatores de crescimento foram detectados
nos diferentes dias e variacoes de RCF e alguns apresentaram diferencas entre as
condi¢cbes experimentadas.

O EGF é um fator com acao reepitelizante devido a estimulacdo de
gueratindcitos e também acelera a formacao de tecido de granulacdo saudavel, além
de promover a substituicdo de tecido lesionado por tecido saudavel (ZENG; HARRIS,
2014). Nesse trabalho foi observada uma diferenca na liberacdo do EGF entre os
tempos avaliados. A diferenca ocorreu entre 0s primeiros 15 minutos e o sétimo dia
em todas as variagdes de RCF, sendo observado um aumento durante o tempo, com
0 maior pico de liberagdo no ultimo dia. Além disso, foi visto uma diferencga entre os
RCFs avaliados sendo o RCF baixo com maior detecgdo nos tempos 15 minutos, 1

dia e 7 dias.



49

O aumento do EGF ao longo do tempo também foi observado por Kobayashi
et al. (2016b)com os maiores picos em 8 horas e um dia, entre os dez dias avaliados.
Nesse trabaho também foi visto maior liberagdo de EGF na aplicagéo do protocolo A-
PRF quando comparado a PRF e PRP. Esses achados indicaram que uma menor
velocidade poderia ser mais vantajosa em relacéo a liberacdo de EGF, que ocorreria
ao longo do tempo. Isso corrobora com os dados desse trabalho que indicam uma
maior liberagdo de EGF em RCF baixo e com isso uma alta liberagcdo do fator até o
sétimo dia.

O FGF tem papel em diversos mecanismos celulares e esta muito relacionado
a acao dos fibroblastos. Ele estimula a migracao, proliferacdo e sobrevivéncia das
células no ferimento além de estimular a producédo de matriz extracelular (XIE et al.,
2020). No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as
condicBes experimentadas, mas observa-se uma tendéncia maior de liberacdo do
fator quando se utiliza o RCF alto. Chatterjee e Debnath (2019) também né&o
observaram diferencas estatisticas de liberacdo do FGF nos primeiros sete dias. Uma
deteccdo significativamente maior s6 foi observada apos o sétimo dia, se extendendo
até o vigésimo terceiro dia. Provavelmente, a ndo observacdo de diferenca nesse
presente estudo seja devido a quantidade de dias analisados que ndo contemplaram
0s maiores valores de liberacao.

Ja o IGF é um fator que estimula o desenvolvimento tecidual por regular o
sistema metabdlico e mitogénico celular. Além disso, o IGF também estimula o
crescimento e amadurencimento celular o que é benéfico para acelerar 0s processos
de reparacdo (TAKAHASHI, 2019). Nesse trabalho ndo foram observadas diferencas
significativas na deteccdo de IGF. Apesar disso € interessante salientar que,
diferentemente dos outros fatores avaliados, o IGF apresenta uma alta deteccéo logo
nos primeiros 15 minutos. Isso € observado até o sétimo dia, que apresenta uma
reducdo em todos os protocolos. Esse perfil também foi observado por Schar et al.
(2015b) onde o IGF teve o maior pico de deteccdo no primeiro momento de avaliagcao,
8 horas, e teve uma reducéao consideravel no sétimo dia.

O TGFa é um fator de crescimento que se liga ao receptor de EGF e possui
acao sinérgica com TGFb na migracao, proliferacdo e diferenciagédo dos queratindcitos
e na ativacao dos macrofagos (SCHULTZ et al., 1991). O VEGF por sua vez é uma
fator de crescimento ligado a angiogénese que aumenta a oxigenacao e nutricéo local

(APTE et al., 2019). Esses dois fatores apresentaram resultados similares nas
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condi¢cbes aplicadas. Ambos nao foram influenciados pela alteracdo de RCF mas
apresentaram diferencas significativas na deteccdo ao longo do tempo
progressivamente. O aumento progressivo na deteccao desses fatores até o sétimo
dia também foi obervada por Schar et al. (2015b), com uma reducdo nos dias
seguintes.

Com esses resultados podemos inferir que as variacdes na RCF aplicadas
nesse trabalho ndo alteraram de forma significativa a maioria dos fatores avaliados,
com excecao do EGF. O EGF é um fator importante nas fases de reepitelizacdo do
tecido e consequentemente no processo de maturagéo, reparacdo e protecdo da
ferida. Com RCF mais baixo conseguimos obter maiores valores de EGF nas fases
finais da cicatrizacdo, sete dias, e isso pode ser muito vantajoso dependendo da
localizagao, extensao e intensidade do ferimento. A maior disponibilidade de EGF
poderia reduzir o tempo de cicatrizacdo e reduzir a comorbidade do paciente, mas
mais estudos sdo necessarios para comprovar essa questdo (GOODARZI et al.,
2018).

Um outro ponto que podemos salientar € que existe uma vantagem no fato de
nao acontecer grandes variacdes nos outros fatores estudados. Com indicacao
precisa, podemos alterar o RCF para beneficiar a liberacdo de EGF sem que isso
prejudique ou altere a liberacao dos outros fatores de crescimento. Com isso podemos
ajustar a aplicacdo desse concentrado com a liberacdo de EGF potencializada em
situacdes nas quais a funcéo desse fator € mais requisitada.

Os beneficios do uso de EGF em processos de cicatrizacao e reparo ja foram
descritos por alguns autores. Um desses exemplos foi a cicatrizacdo de feridas por
corte na pele, acelerada e associada a diminuicdo de comorbidades em pacientes
com aplicagdo topica de EGF. Outro exemplo interessante foi a acelere¢do do
tratamento em pacientes com Ulceras gastricas, o gue mostra o seu potente papel na
reepitelizacdo (SCHULTZ et al., 1991). Nesse panorama, a engenharia tecidual tem
usado substitutos de pele, compostos por matriz extracelular e células, que sao
enriquecidos com EGF para potencializar a epitilizacdo de ferimentos em pacientes
gue sofreram queimaduras ou outros traumas na pele (HARDWICKE et al., 2008).

A melhora na cicatrizacdo de membranas também foi observada em
membranas timpéanicas. Nesse tipo de membrana, além da cicatrizacdo a regeneracao
morfologica é necesséria para restabelecer a funcéo, e isso foi visto quando se utilizou

aplicacdo de EGF em membranas danificadas (LOU, 2021).
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No caso de cicatrizacao de feridas crénicas, ndo foi observada uma melhoras
significativa em um estudo randomizado. Foi visto uma melhora nos parametros de
cicatrizacdo mas sem diferencas entre o grupo testado e o grupo controle em um
estudo randomizado (OLIVEIRA, 2018).

Esses achados nos evidenciam que o EGF pode ser um aliado importante
nessas situacdes nas quais uma epitelizacdo acelerada é desejada,tais como
vedamento de perfuracdes da membrana do seio maxilar, fechamentos de cirurgias
de enxertos livres gengivais ,tratamentos de feridas necroticas em complicacdes de
preenchimentos faciais, feridas de pé de diabético ,escaras, mas que sdo necessarios

novos estudos para comprovar sua efetividade.

7. CONCLUSAO

Com os dados obtidos nesse trabalho podemos concluir que a variagdo da
RCF para uma for¢ca G mais baixa, 200G, favorece a liberagdo de EGF. Além disso, 0
uso de 200G favorece a maior liberacdo de EGF em 15 minutos, 1 dia e 7 dias quando
comparados ao protocolo padrdo e de maior RCF. Podemos concluir também que
essas variacdes nao alteraram de forma significativa a liberagéo dos outros fatores de

crescimento.

8. RELEVANCIA E IMPACTO DO TRABALHO PARA A SOCIEDADE

O avanco da tecnologia traz beneficios para toda a sociedade quando bem
aplicada para determinados objetivos. Isso se torna ainda mais importante quando se
trabalha com biomateriais que serédo incorporados ao organismo do paciente e se
espera um resultado satisfatério. Sendo assim, o conhecimento a cerca dos fatores
gue influenciam a obtencéo do PRF e se esses fatores modificam o potencial biolégico

do material € de extrema importancia para refinar suas aplicacoes e indicagdes.
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Tabela 4 Medida-resumo dos fatores de crescimento por for¢a de centrifugagéo e tempo de incubacéo

Desvio

Média = Mediana Minimo Maximo N
Padrédo

EGF
200G - 15' 1,05 0,50 0,90 0,73 2,05 6
200G - 1 dia 61,16 8,11 58,93 52,89 72,10 6
200G - 3 dias 24,80 38,61 0,01 0,00 80,59 6
200G - 7 dias 69,28 16,77 63,23 54,34 96,71 6
400G - 15' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6
400G - 1 dia 47,08 9,41 46,57 32,52 61,85 6
400G - 3 dias 22,86 35,59 0,01 0,00 74,31 6
400G - 7 dias 57,65 10,59 55,57 46,81 72,69 6
800G - 15' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6
800G - 1 dia 49,94 15,55 48,56 33,94 73,41 6
800G - 3 dias 24,90 40,79 0,00 0,00 95,69 6
800G - 7 dias 54,09 10,29 51,62 44,17 70,40 6

FGF
200G - 15' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6
200G - 1 dia 1,45 3,55 0,00 0,00 8,70 6
200G - 3 dias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6
200G - 7 dias 0,58 1,42 0,00 0,00 3,48 6
400G - 15' 0,97 2,38 0,00 0,00 5,82 6
400G - 1 dia 5,80 6,03 4,94 0,00 15,95 6
400G - 3 dias 2,95 4,58 0,00 0,00 9,53 6
400G - 7 dias 1,09 2,66 0,00 0,00 6,52 6
800G - 15' 4,49 5,56 3,20 0,00 13,71 6
800G - 1 dia 6,65 6,03 6,83 0,00 15,27 6
800G - 3 dias 3,22 5,26 0,00 0,00 12,28 6
800G - 7 dias 1,52 3,72 0,00 0,00 9,12 6

IGF1
200G - 15' 0,87 1,01 0,61 0,00 2,24 6
200G - 1 dia 1,04 0,92 1,12 0,00 2,34 6
200G - 3 dias 0,82 1,01 0,58 0,00 2,47 6
200G - 7 dias 0,21 0,50 0,00 0,00 1,24 6
400G - 15' 0,66 0,94 0,31 0,00 2,40 6



400G - 1 dia
400G - 3 dias
400G - 7 dias
800G - 15'
800G - 1 dia
800G - 3 dias
800G - 7 dias

TGFa

200G - 15'
200G - 1 dia
200G - 3 dias
200G - 7 dias
400G - 15'
400G - 1 dia
400G - 3 dias
400G - 7 dias
800G - 15'
800G - 1 dia
800G - 3 dias
800G - 7 dias

VEGF

200G - 15'
200G - 1 dia
200G - 3 dias
200G - 7 dias
400G - 15
400G - 1 dia
400G - 3 dias
400G - 7 dias
800G - 15'
800G - 1 dia
800G - 3 dias
800G - 7 dias

1,06
0,96
0,48
1,33
1,45
1,17
0,39

0,47
4,19
11,99
24,89
0,64
5,37
10,61
22,71
0,89
8,24
16,44
31,19

2,98
80,16
160,18
259,65
5,47
71,11
145,05
262,22
13,22
76,96
198,37
337,50

1,25
1,26
1,17
1,56
1,70
1,75
0,43

1,16
3,48
7,29
10,41
1,58
2,63
4,14
6,75
2,19
5,03
9,15
12,20

7,30
44,45
63,44
95,91

9,61
34,96
69,72
160,41
16,93
39,27
105,04
186,96

0,78
0,53
0,00
1,07
1,05
0,30
0,35

0,00
3,14
10,94
27,96
0,00
6,02
9,91
22,10
0,00
6,46
15,06
31,68

0,00
70,56
139,87
270,12
1,60
69,60
112,81
183,59
7,33
92,51
190,12
332,11

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
1,68
4,81
11,24
0,00
1,74
4,50
13,10
0,00
2,95
7,77
14,62

0,00
26,05
92,33
85,03

0,00
33,47
84,33
123,85

0,00
10,62
94,95
99,13

3,35
3,18
2,86
4,23
4,53
4,36
0,93

2,83
11,08
25,48
34,88

3,86

8,13
16,64
32,78

5,35
15,78
30,66
49,42

17,89
158,89
276,48
362,94

24,62
111,60
251,78
534,26

45,23
115,40
386,32
662,26
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Apresentagio do Projeto:

O presente projeto constitui um projeto de pesquisa basica, baseado na obtencio de membranas de
biomateriais utilizando-se metodologia relativamente simples, porem com variaveis rigorosamente
confroladas. ou seja, centrifugagdo de sangue periférico para obtengdo de rede de fibrina, com elementos
acelulares e celulares. M3o obstante, o presente projeto apresenta grande perspectiva de aplicabilidade
clinica futura, especialmente na regeneragdo e cicatizacio eficazes de tecidos em situagdes de lesdo e
cirurgias.

Segundo os autores do presente Projeto, A regeneragin de tecidas & mediada por uma grande variedade
de eventas intra e extracelulares que s3o regulados por proteinas de 5ina|iza||;5c- & por um processo
complexo gque depende de uma sequéncia de eventos que incluem: adesio, migragdo e proliferagio celular,
segundo Wu et al, 2012, O desenvolvimento de tecnologias a base de concentrado de plaguetas tem sido
pesquisade, visande otimizar a cicatrizagio tecidual. O objetivo de todas estas tecnologias & extrair (através
de centrifugagio & de diversos métodos de manipulagio), a partir de uma amostra de sangue, os elementos
que poderiam ser usados para melhorar a cicatrizacio e promover a regeneragdo de tecidos.”

Destacam ainda que "Este novo biomaterial, chamado de fibrima rica em plaguetas (PRF), parece uma

matriz cicafricial autologa, DOHAN et al, 2006. Ao confrario dos outros concentrados de
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plaquetas usados até entdo, trata-se de uma técnica em que & necessaria somente a centrifugagio de
sangue do paciente, sem outros aditives. Esta pretende mimefizar o processo natural de coagulagio, e obter
uma membrana bioativa simples e econdmica, gue funciona como uma rede de fibrina que leva tanto a
migragido & a proliferagio celulares, de forma mais eficientes e, em alguns casos, rica em células
(principalmente as varias populagies de leucocitos) conforme DOHAM et al, 2010 e BIELECK] & DOHAN,
2012. A eficacia clinica do PRF tem sido demonstrada em estudos pré-clinicos e clinicos, com interessantes
resultados in vitro, DOHAN et al, 2009 e 2010 & com varias possibilidades de aplicagies clinicas na cirurgia
bucal, principalmente na cirurgia de implante com levantamento do seio maxilar & em cirurgia pernodontal,
BASTAMI & KHOJASTEH, 2016.

Os autores ressaltam que "0 processo de regeneragdo ou reparagdo do tecido requer uma reagio
harmoniosa de varios tipos de células, incluindo ceélulas de resposta imune [neutrofilos, macrofagos,
linfacitos), celulas epiteliais, fibroblastos e células estaminais, bem como outras celulas relevantes para o
tecido em questao. O conceito de scaffold de PRF parece ser uma fonte ideal de componentes para o
processo de cicatrizagdo. Esta rede autdloga derivada do sangue pode ser uma fonte Gnica de células
estaminais hematopoieticas (HSCs). que s3o de grande importancia na medicina regenerativa, segundo
revisio recente por Ogawa et al, 2013, Contude, ainda & controverso se os fatores de crescimento estao
significativamente concentrados em preparagies de PRF para facilitar a cicatrizagio de feridas e a
regeneragio de tecidos. segundo MASUKI et al, 2018."

Fimalmente, os autores destacam, que "Embora os estudos mencionados acima evidenciem o potencial
consideravel de PRF em termos de regeneracio de tecidos e aplicagio clinica, ainda ndo estd claro como
as células s3o distribuidas neste tipo de arcabougo de fibrina, & como essa distribuigio pode ser afetada de
acordo com as variagies de tempo, velocidade da centrifugagio e alteragies na Forga Centrifuga Relativa

(RCF). Assim, estudos pré-clinicos e clinicos adicionais sdo necessaros para avaliar este novo conceito.”

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar estratégias de otimizagdo da capacidade de liberagdo de mediadores
imunglagicos dos diferentes tipos de coagulo de fibrina pela obtengio de amostras de codgulo de Fibrina
Rico em FPlaguetas (FRF), de voluntarios saudaveis.

-Analisar a concentragio e a cingtica dos fatores de crescimento liberados de leucociios e plaguetas (em

amostras de coagulo de Fibrina Rico em Flaguetas rico em leucdcitos ou L-PRF)
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durante a cultura in vitro; -Avaliar a presenga de células estaminais hematopoiéticas (HSCs) no codgulo de L
-PRF;

- Avaliar a influéncia da adigdo de diferentes mediadores no meio de cultura (ex. Citocinas antiinflamatarias
& fatores de cresciments) na capacidade biosintética do codgulo;

- Awaliar a liberagio dos fatores de crescimento em relagdo a variagdo da exposic3o a Forga Centrifuga
Relativa (RCF);

- Avaliar a estrutura, diﬁtﬁbuiqﬁn e o comportamento das celulas & suas moléculas na rede de fibrina

utilizando microscopia Confocal.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

0= mesmos do parecer 2.223.2348

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma resposta de pendéncias elaboradas pela COMEFR gue foram devidamente atendidas pelo
pesquisador responsavel.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados noves documentos segundo solicitagio da COMEP; Declaragdo; ficha anamnese,
TCLE CONEP.

Recomendagdes:

Mao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Somos favordveis pela aprovagio do projete de pesquisa sob responsabilidade do pesquisader Prof. Dr.
Antonig Luis Meto Custédio, intitulade: Cinética da liberagdo de diversos mediadores imunclagicos e de
fatores de crescimento em rede de fibrina rica em plaguetas e leucdcitos de humanos higidos: Influéncia da
velocidade & da forga centrifuga.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugio CNS 4868/12). o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragio do projeto e do terme de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualguer evento adverso ccomido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagdo relatdrios parciais do
andamento do mesmao a cada 06 (seis) meses & ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um

sumario dos resultades do projeto (relatdrie final ).
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