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RESUMO 

 

As pesquisas na área da engenharia tecidual vêm ganhando espaço na Odontologia. 

A membrana de fibrina rica em plaquetas e leucócitos (L-PRF) tem sido estudada 

como um adjuvante cirúrgico para potencializar o processo de cicatrização. Como o 

uso da membrana de L-PRF é realizado durante o ato cirúrgico, a membrana 

preparada antes do início do procedimento pode ficar em repouso por longo período 

antes do seu uso. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a 

contagem celular e peso de membranas de L-PRF em diferentes tempos após a sua 

obtenção. Para isso, foi realizada a coleta de seis tubos de sangue de dez indivíduos, 

um para hemograma e cinco para o estudo. Imediatamente após a coleta, foi realizada 

a centrifugação na centrífuga Intra Spin (Intralock) com o protocolo de 2700 rotações 

por minuto durante 12 minutos. As 50 membranas foram divididas em cinco grupos: 

(A) imediatamente, (B) 30 minutos, (C) 60 minutos, (D) 120 minutos e (E) 180 minutos 

após a centrifugação. As membranas dos grupos B, C, D e E foram pesadas duas 

vezes, após a centrifugação e no tempo do grupo. Após a segunda pesagem, as 

membranas foram fixadas em formol e foi realizada a produção de lâminas para 

análise histológica com coloração de Hematoxilina e Eosina e Giemsa. Em 

microscópio óptico, foi realizada a contagem de leucócitos em campos proximais ao 

coágulo, em transição coágulo/fibrina e distais ao coágulo. A contagem de células foi 

comparada por análise de variância com significância de 5%. Não foi observada 

diferença significativa (p=0,9887) quando comparado o número de células das 

membras obtidas em diferentes tempos após a centrifugação. Foi observada uma 

redução significativa do peso das membranas imediatamente após a confecção em 

relação aos tempos estudados (p<0,0001). Contudo, não foi observada uma diferença 

significativa na redução obtida entre os diferentes tempos (p=0,751). A quantidade de 

leucócitos não é influenciada pelo tempo de espera de até 180 minutos após a 

confecção da membrana. Considerando a redução da massa da membrana nos 

primeiros 30 minutos, aguardar esse período para que a membrana estabilize sua 

massa pode ser considerado na prática clínica. 

 

 

Palavras-chave: Buffy coat. Fibrina rica em plaquetas. Leucócitos. 



ABSTRACT 

 

Research in tissue engineering has been gaining ground in Dentistry. The leukocyte 

and platelet-rich fibrin membrane (L-PRF) has been studied as a surgical adjuvant to 

enhance the healing process. As the use of the L-PRF membrane is performed during 

the surgical procedure, the membrane prepared before the beginning of the procedure 

can be left to rest for a long period before its use. The present study was developed 

with the objective of evaluating the cell count and weight of L-PRF membranes at 

different times after obtaining them. For this, six tubes of blood were collected from ten 

individuals, one for blood count and five for the study. Immediately after collection, 

centrifugation was performed in the Intra Spin centrifuge (Intralock, Alemanha) with the 

protocol of 2700 rotations per minute for 12 minutes. The membranes were divided 

into five groups: (A) immediately, (B) 30 minutes, (C) 60 minutes, (D) 120 minutes and 

(E) 180 minutes after centrifugation. Membranes from groups B, C, D and E were 

weighed twice, after centrifugation and at the time of the group. After the second 

weighing, the membranes were fixed in formalin and slides were produced for 

histological analysis with Hematoxylin and Eosin and Giemsa staining. Under an 

optical microscope, leukocyte counts were performed in fields proximal to the clot, in 

clot/fibrin transition and distal to the clot. Cell counts were compared by analysis of 

variance with a significance of 5%. No significant difference was observed (p=0.9887) 

when comparing the number of cells in the membranes obtained at different times after 

centrifugation. A significant reduction in the weight of the membranes was observed 

immediately after preparation in relation to the times studied (p<0.0001). However, no 

significant difference was observed in the reduction obtained between the different 

times (p=0.751). The amount of leukocytes is not influenced by the waiting time of up 

to 180 minutes after making the membrane. Considering the reduction in membrane 

mass in the first 30 minutes, waiting for this period for the membrane to stabilize its 

mass can be considered in clinical practice. 

 

Keywords: Blood buffy coat. Leukocytes. Platelet-rich fibrin. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Após uma lesão dos tecidos, seja ela intencional ou não, ocorre no organismo 

um complexo evento químico e celular que visa a regeneração dos tecidos 

danificados, este processo é conhecido como cicatrização. A cicatrização ideal de 

feridas envolve basicamente os seguintes eventos: Fase inicial (hemostasia), fase 

inflamatória, fase proliferativa e remodeladora. Vários são os tipos de células 

envolvidas no processo de cicatrização de feridas. A complexidade e a coordenação 

deste processo são os principais obstáculos para o desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas, e obtenção de materiais que possam auxiliar e/ou 

potencializar o processo reparador dos tecidos envolvidos (BROUGHTON; JANIS; 

ATTINGER, 2006; DOHAN et al., 2004; GUO; DIPIETRO, 2010). 

A primeira fase (hemostasia) começa a partir do momento em que houve a 

ferida e consiste em uma constrição vascular e formação de um coágulo de fibrina. O 

coágulo é o tecido circundante da ferida responsável por liberar citocinas pro-

inflamatórias e fatores de crescimento. Assim que acontece o controle do 

sangramento, as células inflamatórias migram para a região dando início da fase 

inflamatória (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GUO; DIPIETRO, 2010; 

VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). 

A segunda fase (inflamatória) dura geralmente entre 24 e 48 horas. Neste 

período, começa a ocorrer uma interação entre as células endoteliais, citocinas 

angiogênicas e matriz extracelular (ECM) que culmina na liberação de diversos fatores 

de crescimento, possibilitando a cicatrização da ferida (BROUGHTON; JANIS; 

ATTINGER, 2006; GUO; DIPIETRO, 2010; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). 

Posteriormente, cerca de três dias após a hemostasia ter sido alcançada, 

começa a fase proliferativa que tem duração em média de duas semanas. Essa fase 

é caracterizada pela migração de fibroblastos e deposição da matriz extracelular 

(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GUO; DIPIETRO, 2010; VELNAR; 

BAILEY; SMRKOLJ, 2009). 

Por fim, a fase remodeladora caracteriza-se pela regressão de muitos capilares 

recém-formados de modo que a densidade vascular da ferida volte ao normal. Ocorre 

também a contração da ferida, e este processo pode levar até anos para terminar em 

determinados tecidos (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GUO; DIPIETRO, 
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2010; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009). 

No cenário atual, a busca pelo desenvolvimento de adjuvantes cirúrgicos 

capazes de potencializar esse processo de cicatrização de feridas e regular a etapa 

inflamatória é um dos maiores desafios das pesquisas clínicas na medicina e na 

odontologia. Várias estratégias foram adotadas a fim de criar materiais que contribuam 

com a engenharia tecidual (CHOUKROUN et al., 2006; CHOUKROUN et al., 2004; 

COURY, 2016). 

A ideia da utilização dos biomateriais tais como, derivados de aloenxertos, 

xenoenxertos ou aloplástico sinteticamente produzidos para regenerar os tecidos 

hospedeiros, é criar sistemas que formem uma espécie de arcabouço. Assim, com 

materiais que sejam biocompatíveis ao organismo e que permitam a migração, 

proliferação e diferenciação das células, levando consequentemente a regeneração 

tecidual necessária (THRIVIKRAMAN et al., 2017). No entanto, estes materiais 

normalmente possuem custos elevados o que muitas vezes impendem sua utilização 

na rotina clínica (CHOUKROUN et al., 2006; COURY, 2016; TOFFLER et al., 2009). 

 Dentre os diversos protocolos que visam desenvolver técnicas e materiais que 

possam otimizar o processo de reparação, o uso das “colas de fibrinas” já está bem 

documentado e evoluiu muito desde o seu surgimento (DOHAN et al., 2004). Sua 

aquisição é feita através de técnicas simplificadas, de baixo custo otimizando sua 

utilização nos procedimentos rotineiros de um consultório odontológico (DOHAN et al., 

2006; DOHAN et al., 2004). 

A primeira geração de concentrados plaquetários consiste no plasma rico em 

plaquetas (PRP) que foi desenvolvido com a intenção de ser um agente regenerativo 

derivado do sangue (WANG et al., 2018). Seu uso na Medicina e na Odontologia 

aumentou significativamente ao longo dos anos. O PRP é utilizado como arcabouço 

bioativo na terapia baseada em células da engenharia dos tecidos (CHOUKROUN et 

al., 2006; WANG et al., 2018). Além de proporcionar um aumento de 6 a 8 vezes na 

quantidade de fatores de crescimento derivados do sangue, influenciando o 

crescimento e diferenciação celular, assim, facilitando a cicatrização e reparação de 

tecidos. A aquisição do PRP é feita a partir do plasma autólogo (CHOUKROUN et al., 

2006; WANG et al., 2018). 

No campo odontológico, os efeitos benéficos do uso do PRP durante a 

regeneração do tecido ósseo, na combinação de enxertos ósseos para o 

levantamento do assoalho do seio maxilar, procedimentos para regeneração 
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periodontal foram estudados (MARX, 2004). Apesar da sua crescente popularidade 

no início dos anos 90, apareceram preocupações em relação a técnica de aquisição, 

uma delas foi em relação ao tempo de preparação, que varia de 30 minutos a uma 

hora, e também a necessidade de utilização de anticoagulantes, como a trombina 

bovina e cloreto de cálcio, que vão na contramão do processo fisiológico de 

cicatrização (CHOUKROUN et al., 2001; MARX, 2004). 

Outra desvantagem do PRP é o fato de ser líquido por natureza, necessitando 

da combinação com outros biomateriais (JAMESON, 2007). Diante essas limitações, 

os pesquisadores foram motivados a estudar novas modalidades já que apesar das 

limitações do PRP seus efeitos benéficos já estavam comprovados (WANG et al., 

2018). 

Neste contexto, as pesquisas têm avançado no campo da regeneração tecidual 

com o objetivo de acelerar e melhorar este processo. Na tentativa de criar uma terapia 

que conseguisse melhorar o processo de cicatrização de feridas em pessoas 

diabéticas, pesquisadores expandiram estudos clínicos em relação aos concentrados 

plaquetário (CHOUKROUN et al., 2001). Assim, uma nova geração de concentrados 

plaquetários, a fibrina rica em plaqueta (PRF, do inglês, platelet-rich fibrina), surgiu do 

aperfeiçoamento da primeira geração. Nesse concentrado, não havia a necessidade 

de anticoagulantes e demandava um menor tempo de centrifugação (CHOUKROUN 

et al., 2006; DOHAN et al., 2004) 

Por definição, a PRF é um concentrado de plaquetas imunológico que reuni em 

uma única membrana de fibrina todos os constituintes favoráveis à cicatrização. 

Embora as citocinas das plaquetas e dos leucócitos desempenham um importante 

papel na composição deste biomaterial, a matriz de fibrina que as sustenta é sem 

dúvida, o elemento determinante no real potencial terapêutico da PRF (CHOUKROUN 

et al., 2006; CHOUKROUN et al., 2004; DOHAN EHRENFEST, 2010) 

É possível atribuir diversas aplicações importantes à PRF nos tratamentos 

cirúrgicos. Com a formação da malha de fibrina a combinação de enxertos ósseos 

ajuda na estabilização e na migração de células reparadoras. Utilizado como uma 

membrana, a PRF cobre e protege o local operado além de acelerar a fusão das 

bordas ao longo da incisão, otimizando o processo de reparação. Além disso, em sítios 

superficiais vascularizados, a membrana é degradada rapidamente pela trombina 

circulante, o que implica em uma remodelação acentuada devido aos fibroblastos que 

migram para a matriz (DOHAN EHRENFEST, 2010; GAULTIER et al., 2003).  
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Entre as propriedades da membrana, é importante destacar a liberação de 

diversos fatores de crescimentos, como o TGF β, fator de crescimento semelhante à 

insulina1 (IGF-1), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento fibroblástico (FGF), fator 

de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento epidermal derivado de 

plaquetas (PDEGF). Essa liberação de fatores de crescimento se estende por um 

período médio de até 14 dias, favorecendo uma melhor cicatrização e neoformação 

tecidual naquela região, além de reduzir a inflamação, dor e morbidades, fazendo com 

que a atividade cicatricial seja mais acelerada e promissora em relação aos outros 

métodos não associados a PRF (TOFFLER et al., 2006; CHOUKROUN et al., 2001; 

MEDIKERI et al., 2018; EHRENFEST et al., 2018)..  

Para se obter a PRF, é feita a coleta de amostra de sangue coletada do próprio 

paciente. Após a coleta esse material é centrifugado sem nenhum aditivo, sendo um 

processo natural, de fácil realização, baixo custo e boa aceitação (FEIGIN; SHOPE, 

2019; XU et al., 2020). Tradicionalmente, aplica-se o Protocolo de de Choukroun, que 

consiste na centrifugação do sangue em uma velocidade de 2700 rpm durante 12 

minutos (CHOUKROUN et al., 2001). Logo após a centrifugação o coágulo da 

membrana deve ser removido, deixando a membrana pronta para o uso 

(CHOUKROUN et al., 2001). 

De forma geral, a utilização da membrana pode ser feita em diversas situações 

clínicas já que a ideia da sua utilização é auxiliar e/ou potencializar o processo de 

cicatrização. Diversos autores relatam a utilização em sítios cirúrgicos após exodontia 

com o intuito de proteger e ajudar a cicatrização muco gengival. Combinações com 

outros biomateriais como enxertos alógenos, xenogenos , em reabilitações extensas, 

também estão bem documentadas (GAULTIER et al., 2003; SIMONPIERI et al., 2009; 

STRAUSS et al., 2019.) 

Há evidências de benefícios clínicos com o uso das membranas de PRF. Seu 

método simplificado de aquisição e o baixo custo são outros atrativos para os 

cirurgiões-dentistas e pacientes, já que a cirurgia oral menor é uma rotina no 

consultório odontológico (COURY, 2016). Na prática clínica, a obtenção da membrana 

pode ser realizada no início do procedimento cirúrgico, o que pode resultar em um 

tempo significativo antes do seu uso efetivo. Ou ainda, seu preparo pode ser feito 

imediatamente antes do seu uso, ou seja, durante o procedimento cirúrgico 

(PETRONILHO et al., 2022). Considerando a possibilidade de preparação em tempos 
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diferentes e o possível impactado do tempo nas características da membrana, o 

presente estudo foi desenvolvido para avaliar a estabilidade física e celular das 

membranas em diferentes tempos após sua obtenção. 
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2. ARTIGO 

O artigo apresentado foi escrito de acordo com as normas da Revista Journal of 

Periodontal Research (Anexo 01). 

 

AVALIAÇÃO DE MEMBRANA DE L-PRF EM DIFERENTES 
TEMPOS APÓS A CENTRIFUGAÇÃO 

 

RESUMO 

 

Introdução: Como o uso da membrana de L-PRF é realizado durante o ato cirúrgico, 

pode acontecer da membrana preparada antes do início do procedimento ficar em 

repouso por longo período antes do seu uso. 

Objetivo: Avaliar a contagem celular e peso de membranas de L-PRF em diferentes 

tempos após a sua obtenção. 

Método: Foi realizada a coleta de seis tubos de sangue de dez indivíduos, um para 

hemograma e cinco para o estudo. Imediatamente após a coleta, foi realizada a 

centrifugação na centrífuga Intra Spin (Intralock, Alemanha) com o protocolo de 2700 

rotações por minuto durante 12 minutos. As 50 membranas foram divididas em cinco 

grupos: (A) imediatamente, (B) 30 minutos, (C) 60 minutos, (D) 120 minutos e (E) 180 

minutos após a centrifugação. As membranas dos grupos B, C, D e E foram pesadas 

duas vezes, após a centrifugação e no tempo do grupo. Após a segunda pesagem, as 

membranas foram fixadas em formol e foi realizada a produção de lâminas para 

análise histológica com coloração Giemsa. Em microscópio óptico, foi realizada a 

contagem de leucócitos. A contagem de células e peso foram comparados por análise 

de variância com significância de 5%.  

Resultados: Não foi observada diferença significativa (p=0,9887) quando comparado 

o número de células das membras obtidas em diferentes tempos após a centrifugação. 

Foi observada uma redução significativa do peso das membranas imediatamente após 

a confecção em relação aos tempos estudados (p<0,0001). Contudo, não foi 

observada uma diferença significativa na redução obtida entre os diferentes tempos 

(p=0,751). 

Conclusão: A quantidade de leucócitos não é influenciada pelo tempo de espera de 

até 180 minutos após a confecção da membrana. Considerando a redução da massa 
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da membrana nos primeiros 30 minutos, aguardar esse período para que a membrana 

estabilize sua massa pode ser considerado na prática clínica. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Centrifuga de hemoderivados. Concentrado sanguíneo. Fibrina 

rica em plaquetas e leucócitos. Membrana L-PRF. 

 

INTRODUÇÃO 

Na prática clínico, o processo de reparação e cicatrização é bastante complexo. 

Assim, constantemente são pesquisados materiais que possam auxiliar e/ou 

potencializar o processo reparador de tecidos ósseo e gengival1-3 Nesse contexto, 

concentrados plaquetários têm sido estudados como biomateriais que possam 

contribuir para esse processo. Entre os concentrados, destaca-se a fibrina rica em 

plaqueta (PRF, do inglês, platelet-rich fibrina). 

A PRF é um concentrado de plaquetas imunológico que reuni em uma única 

membrana de fibrina diversos constituintes favoráveis à cicatrização.4 A matriz de 

fibrina que sustenta plaquetas e leucócitos é determinando para o potencial 

terapêutico da PRF.4-6  

A membrana de PRF tem uma importante propriedade de liberar diversos 

fatores de crescimentos, como o TGF β, fator de crescimento semelhante à insulina1 

(IGF-1), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento 

vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento fibroblástico (FGF), fator de 

crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento epidermal derivado de plaquetas 

(PDEGF). Essa liberação de fatores de crescimento se estende por um período médio 

de até 14 dias, favorecendo uma melhor cicatrização e neoformação tecidual, além de 

reduzir a inflamação, dor e morbidades, fazendo com que a atividade cicatricial seja 

mais acelerada e promissora em relação aos outros métodos não associados a PRF.7-

10 

A obtenção da membrana de PRF é um procedimento relativamente simples. 

É feita a coleta de amostras de sangue coletada do próprio paciente e esse material 

é centrifugado sem nenhum aditivo, sendo um processo natural, de fácil realização, 

baixo custo e boa aceitação.11,12 Tradicionalmente, aplica-se o Protocolo de de 

Choukroun, que consiste na centrifugação do sangue em uma velocidade de 2700 

rpm durante 12 minutos.8  
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Há evidências de benefícios clínicos do uso das membranas de L-PRF 

contribuindo para otimizar o processo de reparação9. Diversos autores relatam a 

utilização em sítios cirúrgicos após exodontia com o intuito de proteger e ajudar a 

cicatrização muco gengival. Combinações com outros biomateriais como enxertos 

alógenos, xenógenos, em reabilitações extensas, também estão bem 

documentadas.13-15  

Na prática clínica, não há um consenso sobre quando a membrana deve ser 

preparada. Assim, a obtenção da membrana pode ser realizada no início do 

procedimento cirúrgico ou imediatamente antes do seu uso.16 Considerando a 

possibilidade de preparação em tempos diferentes e o possível impacto do tempo nas 

características da membrana, o presente estudo foi desenvolvido para avaliar a 

estabilidade física e celular das membranas em diferentes tempos após sua obtenção. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Para a realização da pesquisa o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos do Centro Universitário Ingá – UNINGÁ, via Plataforma 

Brasil, CAAE: 29185020.7.0000.5220, parecer: 4.668.021. Todos os participantes 

assinaram o Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

 

Voluntários e Coleta das amostras 

Dez indivíduos saudáveis, gênero masculino, com idades entre 20 e 50 anos 

participaram como voluntários da pesquisa. Os participantes declararam não ser 

portadores de quaisquer doenças sistêmicas e não ser fumantes. Declaram ainda não 

fazer uso de medicações de uso crônico, anticoagulantes ou qualquer outro 

medicamento nos últimos seis meses. Como critério de inclusão os pacientes não 

poderiam apresentar nenhuma doença pré-existente e deveriam apresentar 

hemograma dentro dos padrões de normalidade. Foram excluídos os voluntários que 

haviam feito uso de bebida alcoólica ou de drogas (lícitas ou ilícitas) sete dias antes 

da doação da amostra. 

Após triagem, foi realizada a assepsia para a coleta de sangue das veias 

periféricas da fossa antecubital (cefálica, basílica ou intermédia cubital). A coleta foi 

realizada por um cirurgião bucomaxilofacial habilitado em venopunção. Foram 
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coletados seis tubos de sangue em vidro seco (VACUPLAST®, Cotia, Brasil), contendo 

9 ml cada. Cada tubo apresentou tempo médio de preenchimento de 20 segundos. 

Dos seis tubos coletados, um foi utilizado para confirmar a normalidade no 

hemograma, e os demais cinco tubos foram usados para obtenção das membranas.  

 

Obtenção das membranas de L-PRF 

Imediatamente após a coleta, foi realizada a centrifugação dos tubos na 

Centrífuga Intra Spin (Intralock, Alemanha). Para um correto balanceamento da 

centrífuga, todos os espaços ociosos de centrifugação foram preenchidos com tubos 

contendo água. Foi empregado o protocolo de 2700 rotações por minuto (rpm) durante 

um período de 12 minutos, conforme preconizando por Choukroun et al (2001). 

Após a centrifugação, o material centrifugado foi acomodado em caixas 

metálicas de preparo de membrana de L-PRF para o processo de desidratação 

durante um período de cinco minutos, finalizando a preparação da membrana de L-

PRF. 

As 50 membranas obtidas foram divididas em cinco grupos, representando cinco 

momentos de uso: 

Grupo A: Membrana utilizada imediatamente após a preparação 

Grupo B: Membrana utilizada 30 minutos após a preparação 

Grupo C: Membrana utilizada 60 minutos após a preparação 

Grupo D: Membrana utilizada 120 minutos após a preparação 

Grupo E: Membrana utilizada 180 minutos após a preparação 

Assim, as membranas dos grupos B, C, D e E foram mantidas em repouso por 

um período de 30. 60, 120 e 180 minutos após a preparação (Figura 1). 

 

Figura 1. Membrana de L-PRF imediatamente (A), 30 minutos (B), 60 minutos (C), 

120 minutos (D) e 180 minutos (E) após a centrifugação. 
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Pesagem das membranas 

 Imediatamente após a preparação, as membranas obtidas foram pesadas em 

balança Semi Analítica AD500 (Marte Científica, São Paulo, Brasil) para obtenção da 

massa total da membrana. As membranas dos grupos B, C, D e E foram pesadas 

após transcorrido os tempos de 30, 60, 120 e 180 minutos, respectivamente. Os 

valores foram obtidos em unidade de medida de massa (grama) e tabulado. 

 

Preparação das membranas para análise histológica 

Seguindo o protocolo de preparação de peças para análise histológica, as 

membranas de L-PRF foram fixadas em solução de formalina 10% por 24 h para 

posterior inclusão das mesmas em parafina. Cortes centrais semi-seriados de 5 µm 

foram realizados em sentido longitudinal ao longo eixo das membranas com auxílio 

de um micrótomo Laica RM 2125RT (Laica Biosystems, China). Foram obtidos quatro 

cortes histológicos de cada peça. Posteriormente, foi realizada a coloração de Giemsa 

para contagem de leucócitos. 

 

Avaliação microscópica 

 A avaliação microscópica foi realizada utilizando o microscópio binocular 

(Medilux, Barneveld, Holanda) por dois observadores calibrados. Quinze campos 

foram selecionados e capturados em objetiva de 40x, com aumento de 400 vezes, 

mediante câmera de vídeo digital acoplada ao microscópio óptico e a um computador, 

sendo cinco campos proximais à região de coágulo, cinco campos na região de 

transição coágulo/fibrina e cinco campos distais à região de coágulo (apenas área de 

fibrina). A quantificação de leucócitos ocorreu através das imagens de captura com 

apoio de uma grade de orientação para contagem do número celular (Figura 2). A 

quantidade de leucócitos contada foi tabulada. 
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Figura 2. Grade de orientação para contagem de leucócitos. 

 

Análise estatística 

 Os dados obtidos foram tabulados e as análises estatísticas foram realizadas 

no software BioEstat (Instituto Mamiraua, Belém, Brasil). Os valores obtidos na 

contagem das células foram submetidos ao teste de normalidade de D´Agostino-

Person, por não apresentaram normalidade (p<0,001), a contagem das células das 

membranas obtida com os diferentes tempos de repouso foi comparada pelo teste de 

Kruskal-Walis. A comparação do peso inicial em relação ao peso final da membrana 

foi realizado pelo Teste t de Student. A comparação entre o peso das membranas foi 

feita pela análise de variância (ANOVA) one way com teste post hoc de Tukey. Foi 

considerando o nível de significância de 5% para todos os testes realizados. A 

concordância entre as avaliações foi calculada pelo Índice de Correlação Intraclasse 

(ICC).  

 

RESULTADOS 

 

 Na contagem de células realizada, independente da área (Tabela 1), não foi 

observada diferença significativa (p=0,9887) quando comparado o número de células 

das membras obtidas em diferentes tempos após a centrifugação. 
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Tabela 1. Média e desvio-padrão (DP) dos valores da contagem das células obtidas 

nas membranas em diferentes tempos após a centrifugação 

  

Contagem de células 

Média (DP) 

A 26,7 (±37,3) 

B 36,6 (±51,1) 

C 34,6 (±34,9) 

D 34,8 (±45,8) 

E 23,1 (±34,6) 

 

 Considerando as diferentes áreas da membrana (Tabela 2), não foi observada 

diferença significativa para a contagem de células nas áreas proximais ao coágulo 

(p=0,915), área de transição coágulo/fibrina (p=0,992) (Figura 3) e área distal 

(p=0,726). 

 

Figura 3. Avaliação microscópica das membranas de L-PRF em diferentes tempos de 

armazenamento após centrifugação, considerando as áreas proximais ao coágulo e 

transição coágulo/fibrina (Coloração de Giemsa, 40x).     

 

 

Apesar das membranas apresentarem números de leucócitos próximos, 

observou-se alterações celulares morfológicas com o passar do tempo. Células com 

características de degradação como aumento do tamanho celular e perda da 

coloração foram identificadas, principalmente, nos tempos de 120 e 180 minutos para 

ambas as regiões proximal e transição. 
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Tabela 2. Contagem de células das membranas de L-PRF em diferentes 

tempos após a centrifugação considerando as diferentes áreas da membrana 

 Proximal Transição Distal 

A 66,3 (±36,7) 60,7 (±37,7) 0,14 (±0,2) 

B 91,5 (±33,9) 52,44 (±29,2) 0,70 (±0,5) 

C 61,1 (±25,7) 55,5 (±20,5) 0,24 (±0,3) 

D 83,2 (±46,9) 39,6 (±31,1) 0,32 (±0,4) 

E 66,3 (±48,1) 25,2 (±23,1) 0,52 (±0,8) 

 

 Foi observada uma redução significativa do peso das membranas obtidas 

imediatamente após a confecção da membrana em relação ao peso observado 30 

(p=0,0006), 60 (p=0,0082), 120 (p=0,0023) e 180 (p=0,0045) minutos de espera após 

a obtenção da membrana (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Peso inicial e final das membranas (em grama) obtidas nos tempos 30 (B), 

60 (C), 120 (D) e 180 (E) minutos após a confecção da membrana 

 Peso inicial Peso final p-valor 

B 0,534A 0,278B 0,0006 

C 0,498A 0,257B 0,0082 

D 0,465A 0,243B 0,0023 

E 0,478A 0,223B 0,0045 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significante para p≤0,05. 

 

Contudo, não foi observada uma diferença significativa na redução obtida entre 

os diferentes tempos (p=0,751) (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Diferença média do peso inicial em relação ao peso final das 

membranas (em grama) após os diferentes intervalos de tempo após sua preparação 

 Diferença de peso 

B 0,228 

C 0,226 

D 0,222 

E 0,259 
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O ICC obtido foi de 0,870 para as contagens de células feitas em diferentes 

tempos, indicando uma boa concordância17. 

 

DISCUSSÃO 

A L-PRF é uma matriz de fibrina que sustenta plaquetas, leucócitos e apresenta 

fatores de crescimento importantes.4-6 Na prática odontológica muitas são as 

situações em que a L-PRF pode servir como um biomaterial único ou coadjuvante com 

outros biomateriais para tratar lesões em tecidos moles e duros.18,19 Para que a 

membrana de L-PRF cumpra seu papel clínico, é necessário que ela tenha os 

componentes envolvidos no processo de reparação. Portanto, é importante avaliar a 

celularidade para confirmar o potencial da membrana em contribuir nesse processo. 

Como há uma influência da rpm e do tempo na característica da membrana, no 

presente estudo, padronizou-se todas as centrifugações com o Protocolo de 

Choukroun.8,20-23 Considerando ainda que características da centrífuga também 

podem influenciar as características das membranas e seu potencial de 

regeneração,24 foi utilizada uma centrífuga do modelo pré-definido por Choukroun em 

seu protocolo.8  

 No uso clínico, a coleta de sangue e produção da membrana de L-PRF podem 

ser realizadas no início do procedimento cirúrgico ou imediatamente antes do uso.16 

Na dinâmica clínica, se a coleta for realizada imediatamente antes do uso, durante os 

procedimentos cirúrgicos, pode haver maior demanda de tempo de trabalho. Por outro 

lado, pode-se conseguir um fluxo melhor se se a coleta de sangue e centrifugação do 

material forem realizadas antes de iniciar o procedimento. No entanto, é desconhecido 

o tempo real dos procedimentos de anestesia, incisão e preparação do campo 

cirúrgico para receber o material, já que esse tempo é particular para cada 

procedimento e paciente. Assim, muitas vezes, quando essa rotina é aplicada, a 

membrana pode ficar pronta por 30 minutos, 60 minutos ou até mais tempo, sem uso, 

antes do seu emprego clínico. Após a centrifugação, o concentrado sanguíneo passa 

por um processo de desidratação.6 É necessário investigar se nesse processo há uma 

perda de componentes, água e células, que possam influenciar na eficácia da 

membrana. 

 Dependendo da força de centrifugação, o tempo de espera de 30 minutos já 

pode influenciar na resistência devido ao início do processo de polimerização da 

membrana.16 No presente estudo, observou-se que não há uma perda de células da 
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membrana com os tempos de espera estudados, ou seja, em até 180 minutos após a 

preparação. Essa característica pode ser associada também ao processo de 

polimerização, já prendendo as células na matriz da membrana. 

 Além do aspecto quantitativo, é necessário ponderar o aspecto descritivo das 

células. Porque embora as mesmas estejam presentes com 60, 120 e 180 minutos 

após a produção da membrana, há uma alteração no seu padrão morfológico. Estudos 

imuno-histoquímicos,25 devem ser realizados para avaliar a viabilidade dessas células 

nesses tempos. 

 Por outro lado, neste estudo foi observada uma perda de massa da membrana, 

a partir de 30 minutos após a produção da mesma. Após transcorridos os 30 minutos, 

a perda não progrediu, mantendo uma massa estável. É importante conhecer essa 

redução da massa da membrana, porque na prática clínica, se a membrana for 

utilizada imediatamente após a produção, essa perda de líquido ocorrerá no sítio 

cirúrgico, com uma redução da membrana e, consequentemente, com possível 

retração dos tecidos aos quais a membrana está associada. Assim, o tempo de espera 

de pelo menos 30 minutos pode ser importante clinicamente para ter essa estabilidade 

da massa real da membrana. 

 Assim, correlacionando o possível aumento da resistência16 com a estabilidade 

da massa e da celularidade 30 minutos após a produção da membrana, esse tempo 

de espera pode ser importante para o desempenho clínico. Por outro lado, estudos 

futuros podem ser desenvolvidos para avaliar se esse aumento da resistência ocorre 

e/ou se mantém estável, assim como a massa e a celularidade, para os tempos de 

60, 120 e 180 minutos após a preparação da membrana. 

 Assim, na prática clínica, considerando a permanência celular em até 180 

minutos após a produção da membrana, é interessante aguardar o tempo de pelo 

menos 30 minutos para que a membrana estabilize sua massa, a fim de evitar possível 

retração de tecidos. 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A membrana apresenta constante sua contagem celular em até 180 minutos 

após a produção. No entanto, 30 minutos após a obtenção da membrana, há uma 

redução de massa que se mantém estável nos próximos 150 minutos. Assim, para 

evitar possível prejuízo de volume de tecido, pode-se aguardar pelo menos 30 minutos 

após a obtenção da membrana, para seu uso clínico, sem comprometer a contagem 

celular. 
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4. RELEVÂNCIA E IMPACTO DO TRABALHO PARA A SOCIEDADE 

 O presente estudo mostra-se como uma forma de orientar o profissional em 

relação ao melhor tempo para obter a membrana de L-PRF para o uso clínico, a fim 

de obter um biomaterial que não comprometa sua celularidade e usá-lo quando o 

mesmo já apresenta uma estabilidade de massa/volume. 
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of co-correspondence a foot note will be added indicating ‘Both the authors have contributed equally 

to the work’.The author must list 4 keywords for indexing purposes. 
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Material and methods: Materials and methods should be presented in sufficient detail to allow 
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unless modifications have been made. 
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because readers may infer their endorsement of the data and conclusions. Sources of financial support 
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single column width (54 mm) after reduction, although in some cases 113 mm (double column) and 

171 mm (full page) widths will be accepted. Micrographs should be designed to be reproduced without 

reduction, and they should be dressed directly on the micrograph with a linear size scale, arrows, and 

other designators as needed. 

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are adequate for 

review purposes, print publication requires high quality images to prevent the final product being 

blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and 



 
43 

 

Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans 

(TIFF only) should have a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in 

relation to the reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and with 

a TIFF preview if possible). 

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to ensure good 

reproduction: lineart:  >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300 dpi; figures containing 

both halftone and line images: >600 dpi. 

Further information can be obtained at Wiley Blackwell’s guidelines for figures: 

http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp. 

Check your electronic artwork before submitting it: 

http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp. 

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained 
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journal's website. The author must advise Wiley Blackwell if the URL of the website where the 

Supporting Material is located changes. The content of the Supporting Material must not be altered 

after the paper has been accepted for publication. 

The availability of Supporting Material should be indicated in the main manuscript by a paragraph, to 

appear after the References, headed 'Supporting Material' and providing titles of figures, tables, etc. In 

order to protect reviewer anonymity, material posted on the authors Web site cannot be reviewed. The 

Supporting Material is an integral part of the article and will be reviewed accordingly. 
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