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RESUMO

As pesquisas na area da engenharia tecidual vém ganhando espac¢o na Odontologia.
A membrana de fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF) tem sido estudada
como um adjuvante cirurgico para potencializar o processo de cicatrizacdo. Como o
uso da membrana de L-PRF é realizado durante o ato cirdrgico, a membrana
preparada antes do inicio do procedimento pode ficar em repouso por longo periodo
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 apés a sua
obtencéo. Para isso, foi realizada a coleta de seis tubos de sangue de dez individuos,
um para hemograma e cinco para o estudo. Imediatamente ap0s a coleta, foi realizada
a centrifugacéo na centrifuga Intra Spin (Intralock) com o protocolo de 2700 rotacdes
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
apos a centrifugacdo. As membranas dos grupos B, C, D e E foram pesadas duas
vezes, apos a centrifugacdo e no tempo do grupo. Apds a segunda pesagem, as
membranas foram fixadas em formol e foi realizada a producdo de laminas para
analise histolégica com coloracdo de Hematoxilina e Eosina e Giemsa. Em
microscopio 6ptico, foi realizada a contagem de leucdcitos em campos proximais ao
coagulo, em transicao coagulo/fibrina e distais ao coagulo. A contagem de células foi
comparada por andlise de variancia com significancia de 5%. N&o foi observada
diferenca significativa (p=0,9887) quando comparado o numero de células das
membras obtidas em diferentes tempos apds a centrifugacdo. Foi observada uma
reducdo significativa do peso das membranas imediatamente apds a confeccdo em
relacéo aos tempos estudados (p<0,0001). Contudo, ndo foi observada uma diferenca
significativa na reducéao obtida entre os diferentes tempos (p=0,751). A quantidade de
leucdcitos ndo é influenciada pelo tempo de espera de até 180 minutos apés a
confeccdo da membrana. Considerando a reducdo da massa da membrana nos
primeiros 30 minutos, aguardar esse periodo para que a membrana estabilize sua

massa pode ser considerado na pratica clinica.

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



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. INTRODUCAO

Apo6s uma leséo dos tecidos, seja ela intencional ou n&o, ocorre no organismo
um complexo evento quimico e celular que visa a regeneracdo dos tecidos
danificados, este processo é conhecido como cicatrizacdo. A cicatrizacdo ideal de
feridas envolve basicamente os seguintes eventos: Fase inicial (hemostasia), fase
inflamatdria, fase proliferativa e remodeladora. Varios sdo os tipos de células
envolvidas no processo de cicatrizacao de feridas. A complexidade e a coordenacao
deste processo sdo 0s principais obstaculos para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas, e obtencdo 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) comeca a partir do momento em que houve a
ferida e consiste em uma constri¢cdo vascular e formacao de um coagulo de fibrina. O
coagulo é o tecido circundante da ferida responsavel por liberar citocinas pro-
inflamatorias e fatores de crescimento. Assim que acontece o controle do
sangramento, as células inflamatérias migram para a regido dando inicio da fase
inflamatéria (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GUO; DIPIETRO, 2010;
VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009).

A segunda fase (inflamatéria) dura geralmente entre 24 e 48 horas. Neste
periodo, comeca a ocorrer uma interacdo entre as células endoteliais, citocinas
angiogénicas e matriz extracelular (ECM) que culmina na liberagéo de diversos fatores
de crescimento, possibilitando a cicatrizacdo da ferida (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; GUO; DIPIETRO, 2010; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009).

Posteriormente, cerca de trés dias apds a hemostasia ter sido alcancada,
comega a fase proliferativa que tem duragdo em média de duas semanas. Essa fase
€ caracterizada pela migracdo de fibroblastos e deposicdo da matriz extracelular
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GUO; DIPIETRO, 2010; VELNAR;
BAILEY; SMRKOLJ, 2009).

Por fim, a fase remodeladora caracteriza-se pela regressao de muitos capilares
recém-formados de modo que a densidade vascular da ferida volte ao normal. Ocorre
também a contracéo 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 cenario atual, a busca pelo desenvolvimento de adjuvantes cirdrgicos
capazes de potencializar esse processo de cicatrizacdo de feridas e regular a etapa
inflamatéria € um dos maiores desafios das pesquisas clinicas na medicina e na
odontologia. Varias 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 utilizagdo dos biomateriais tais como, derivados de aloenxertos,
xenoenxertos ou aloplastico sinteticamente produzidos para regenerar os tecidos
hospedeiros, é criar sistemas que formem uma espécie de arcabouco. Assim, com
materiais que sejam biocompativeis ao organismo e que permitam a migracao,
proliferacéo e diferenciacdo das células, levando consequentemente a regeneracao
tecidual necessaria (THRIVIKRAMAN et al., 2017). No entanto, estes materiais
normalmente possuem custos elevados o que muitas vezes impendem sua utilizacdo
na rotina clinica (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 reparacao, o uso das “colas de fibrinas” ja esta bem
documentado e evoluiu muito desde o seu surgimento (DOHAN et al., 2004). Sua
aguisicao é feita através de técnicas simplificadas, de baixo custo otimizando sua
utilizacéo nos procedimentos rotineiros de um consultério odontologico (DOHAN et al.,
2006; DOHAN et al., 2004).

A primeira geracao de concentrados plaguetarios consiste no plasma rico em
plaguetas (PRP) que foi desenvolvido com a intencdo 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 arcabouco
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 diferenciacéo celular, assim, facilitando a cicatrizacdo e reparacao de
tecidos. A aquisicdo do PRP & feita a partir do plasma autélogo (CHOUKROUN et al.,
2006; WANG et al., 2018).

No campo odontoldgico, os efeitos benéficos do uso do PRP durante a
regeneracdo do tecido Osseo, na combinacdo de enxertos 0sseos para O

levantamento do assoalho do seio maxilar, procedimentos para regeneracao
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periodontal foram estudados (MARX, 2004). Apesar da sua crescente popularidade
no inicio dos anos 90, apareceram preocupacdes em relacdo a técnica de aquisicao,
uma delas foi em relacdo ao tempo de preparacado, que varia de 30 minutos a uma
hora, e também a necessidade de utilizacdo de anticoagulantes, como a trombina
bovina e cloreto de célcio, que vao na contramdo do processo fisiologico de
cicatrizacdo (CHOUKROUN et al., 2001; MARX, 2004).

Outra desvantagem do PRP é o fato de ser liquido por natureza, necessitando
da combinacdo com outros biomateriais (JAMESON, 2007). Diante essas limitacdes,
0s pesquisadores foram motivados a estudar novas modalidades ja que apesar das
limitacbes do PRP seus efeitos benéficos ja estavam comprovados (WANG et al.,
2018).

Neste contexto, as pesquisas tém avancado no campo da regeneracéo tecidual
com o objetivo de acelerar e melhorar este processo. Na tentativa de criar uma terapia
gue conseguisse melhorar o processo de cicatrizacdo de feridas em pessoas
diabéticas, pesquisadores expandiram estudos clinicos em relagdo aos concentrados
plaquetario (CHOUKROUN et al., 2001). Assim, uma nova geragéo de concentrados
plaquetérios, a fibrina rica em plaqueta (PRF, do inglés, platelet-rich fibrina), surgiu do
aperfeicoamento da primeira geracédo. Nesse concentrado, ndo havia a necessidade
de anticoagulantes e demandava um menor tempo de centrifugacdo (CHOUKROUN
et al., 2006; DOHAN et al., 2004)

Por definicdo, a PRF € um concentrado de plaquetas imunolégico que reuni em
uma unica membrana de fibrina todos os constituintes favoraveis a cicatrizacao.
Embora as citocinas das plaquetas e dos leucécitos desempenham um importante
papel na composi¢do deste biomaterial, a matriz de fibrina que as sustenta é sem
davida, o elemento determinante no real potencial terapéutico da PRF (CHOUKROUN
et al., 2006; CHOUKROUN et al., 2004; DOHAN EHRENFEST, 2010)

E possivel atribuir diversas aplicacdes importantes & PRF nos tratamentos
cirurgicos. Com a formag&o da malha de fibrina a combinagdo de enxertos 6sseos
ajuda na estabilizacdo e na migracédo de células reparadoras. Utilizado como uma
membrana, a PRF cobre e protege o local operado além de acelerar a fusdo das
bordas ao longo da inciséo, otimizando o processo de reparacdo. Além disso, em sitios
superficiais vascularizados, a membrana € degradada rapidamente pela trombina
circulante, o que implica em uma remodelagédo 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, € importante destacar a liberacdo de
diversos fatores de crescimentos, como o TGF (3, fator de crescimento semelhante a
insulinal (IGF-1), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator
de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento epidermal derivado de
plaguetas (PDEGF). Essa liberacdo de fatores de crescimento se estende por um
periodo médio de até 14 dias, favorecendo uma melhor cicatrizacdo e neoformacgéo
tecidual naquela regido, além de reduzir a inflamacao, dor e morbidades, fazendo com
gue a atividade cicatricial seja mais acelerada e promissora em relacdo aos outros
meétodos ndo 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 proprio
paciente. Apds a coleta esse material € centrifugado sem nenhum aditivo, sendo um
processo natural, de facil realizacdo, baixo custo e boa aceitacdo (FEIGIN; SHOPE,
2019; XU et al., 2020). Tradicionalmente, aplica-se o Protocolo de de Choukroun, que
consiste na centrifugacdo do sangue em uma velocidade de 2700 rpm durante 12
minutos (CHOUKROUN et al., 2001). Logo apdés a centrifugacdo o coagulo da
membrana deve ser removido, deixando a membrana pronta para 0 Uuso
(CHOUKROUN et al., 2001).

De forma geral, a utilizacdo da membrana pode ser feita em diversas situagdes
clinicas ja que a ideia da sua utilizacdo é auxiliar e/ou potencializar o processo de
cicatrizacdo. Diversos autores relatam a utilizacdo em sitios cirargicos apés exodontia
com o intuito de proteger e ajudar a cicatrizacdo muco gengival. Combinacdes com
outros biomateriais como enxertos alégenos, xenogenos , em reabilitagcdes extensas,
também estdo bem documentadas (GAULTIER et al., 2003; SIMONPIERI et al., 2009;
STRAUSS et al., 2019.)

Ha evidéncias de beneficios clinicos com o uso das membranas de PRF. Seu
meétodo simplificado de aquisicdo e o0 baixo custo sdo outros atrativos para 0s
cirurgibes-dentistas e pacientes, ja que a cirurgia oral menor € uma rotina no
consultorio odontolégico (COURY, 2016). Na prética clinica, a obtencdo da membrana
pode ser realizada no inicio do procedimento cirlrgico, 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 cirdrgico

(PETRONILHO et al., 2022). Considerando a possibilidade de preparacédo em tempos
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diferentes e o possivel impactado do tempo nas caracteristicas da membrana, o
presente estudo foi desenvolvido para avaliar a estabilidade fisica e celular das

membranas em diferentes tempos ap0s sua obtencao.
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2. ARTIGO

O artigo apresentado foi escrito de acordo com as normas da Revista Journal of
Periodontal Research (Anexo 01).

AVALIACAO DE MEMBRANA DE L-PRF EM DIFERENTES
TEMPOS APOS A CENTRIFUGACAO

RESUMO

Introducdo: Como o uso da membrana de L-PRF é realizado durante o ato cirurgico,
pode acontecer da membrana preparada antes do inicio do procedimento ficar em
repouso por longo periodo antes do seu uso.

Objetivo: Avaliar a contagem celular e peso de membranas de L-PRF em diferentes
tempos apods a sua obtencéo.

Método: Foi realizada a coleta de seis tubos de sangue de dez individuos, um para
hemograma e cinco para o estudo. Imediatamente apds a coleta, foi realizada a
centrifugacéo na centrifuga Intra Spin (Intralock, Alemanha) com o protocolo de 2700
rotacdes 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 apos a centrifugacdo. As membranas dos grupos B, C, D e E foram pesadas
duas vezes, apoés a centrifugacdo e no tempo do grupo. Apés a segunda pesagem, as
membranas foram fixadas em formol e foi realizada a producdo de laminas para
analise histologica com coloracdo Giemsa. Em microscopio optico, foi realizada a
contagem de leucécitos. A contagem de células e peso foram comparados por andlise
de variancia com significancia de 5%.

Resultados: Nao foi observada diferenca significativa (p=0,9887) quando comparado
o numero de células das membras obtidas em diferentes tempos apés a centrifugacéo.
Foi observada uma reducéao significativa do peso das membranas imediatamente apos
a confeccdo em relacdo aos tempos estudados (p<0,0001). Contudo, néao foi
observada uma diferenca significativa na redugéo obtida entre os diferentes tempos
(p=0,751).

Concluséo: A quantidade de leucocitos nao € influenciada pelo tempo de espera de
até 180 minutos apoés a confec¢cdo da membrana. Considerando a redugcéo da massa
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da membrana nos primeiros 30 minutos, aguardar esse periodo para que a membrana

estabilize sua massa pode ser considerado na pratica clinica.

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

rica em plaquetas e leucocitos. Membrana L-PRF.

INTRODUGCAO

Na pratica clinico, o processo de reparacao e cicatrizacao € bastante complexo.
Assim, constantemente sdo pesquisados materiais que possam auxiliar e/ou
potencializar o processo reparador de tecidos 6sseo e gengivall® Nesse contexto,
concentrados plaquetarios tém sido estudados como biomateriais que possam
contribuir para esse processo. Entre 0os concentrados, destaca-se a fibrina rica em
plagueta (PRF, do inglés, platelet-rich fibrina).

A PRF é um concentrado de plaguetas imunolégico que reuni em uma Unica
membrana de fibrina diversos constituintes favoraveis a cicatrizacdo.* A matriz de
fibrina que sustenta plaquetas e leucécitos é determinando para o potencial
terapéutico da PRF.*®

A membrana de PRF tem uma importante propriedade de liberar diversos
fatores de crescimentos, como o TGF 3, fator de crescimento semelhante a insulina1
(IGF-1), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de
crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento epidermal derivado de plaquetas
(PDEGF). Essa liberacédo de fatores de crescimento se estende por um periodo médio
de até 14 dias, favorecendo uma melhor cicatrizagéo e neoformacéo tecidual, além de
reduzir a inflamacao, dor e morbidades, fazendo com que a atividade cicatricial seja
mais acelerada e promissora em relacéo aos outros métodos nédo associados a PRF.”
10

A obtencdo da membrana de PRF é um procedimento relativamente simples.
E feita a coleta de amostras de sangue coletada do préprio paciente e esse material
é centrifugado sem nenhum aditivo, sendo um processo natural, de facil realizacéo,
baixo custo e boa aceitacdo.'''? Tradicionalmente, aplica-se o Protocolo de de
Choukroun, que consiste na centrifugacdo do sangue em uma velocidade de 2700

rom durante 12 minutos.2
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Ha evidéncias de beneficios clinicos do uso das membranas de L-PRF
contribuindo para otimizar o processo de reparacdo®. Diversos autores relatam a
utilizacdo em sitios cirdrgicos apds exodontia com o intuito de proteger e ajudar a
cicatrizacdo muco gengival. Combinagbes com outros biomateriais como enxertos
alégenos, xenogenos, em reabilitacbes extensas, também estdo bem
documentadas.t3-1°

Na pratica clinica, ndo ha um consenso sobre quando a membrana deve ser
preparada. Assim, a obtencdo da membrana pode ser realizada no inicio do
procedimento cirlrgico ou imediatamente antes do seu uso.!® Considerando a
possibilidade de preparacédo em tempos diferentes e o possivel impacto do tempo nas
caracteristicas da membrana, o presente estudo foi desenvolvido para avaliar a

estabilidade fisica e celular das membranas em diferentes tempos apds sua obtencéo.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo da pesquisa o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Centro Universitario Inga — UNINGA, via Plataforma
Brasil, CAAE: 29185020.7.0000.5220, parecer: 4.668.021. Todos o0s participantes
assinaram o Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Voluntérios e Coleta das amostras
Dez individuos saudaveis, género masculino, com idades entre 20 e 50 anos
participaram como voluntarios da pesquisa. Os participantes declararam nao ser
portadores de quaisquer doencgas sistémicas e nao ser fumantes. Declaram ainda nao
fazer uso de medicacdes de uso cronico, anticoagulantes ou qualquer outro
medicamento nos ultimos seis meses. Como critério de inclusdo os pacientes nao
poderiam apresentar nenhuma doenca pré-existente e deveriam apresentar
hemograma dentro dos padrdes de normalidade. Foram excluidos os voluntarios que
haviam feito uso de bebida alcodlica ou de drogas (licitas ou ilicitas) sete dias antes
da doacao da amostra.
ApoOs triagem, foi realizada a assepsia para a coleta de sangue das veias
periféricas da fossa antecubital (cefalica, basilica ou intermédia cubital). A coleta foi

realizada por um cirurgido bucomaxilofacial habilitado em venopung¢do. 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 obtencdo das membranas.

Obtencao das membranas de L-PRF

Imediatamente ap0s a coleta, foi realizada a centrifugacdo dos tubos na
Centrifuga Intra Spin (Intralock, Alemanha). Para um correto balanceamento da
centrifuga, todos os espacos ociosos de centrifugacéo foram preenchidos com tubos
contendo agua. Foi empregado o protocolo de 2700 rotacdes por minuto (rpm) durante
um periodo de 12 minutos, conforme preconizando por Choukroun et al (2001).

ApOs a centrifugacdo, o material centrifugado foi acomodado em caixas
metalicas de preparo de membrana de L-PRF para o processo de desidratacdo
durante um periodo de cinco minutos, finalizando a preparacdo da membrana de L-
PRF.

As 50 membranas obtidas foram divididas em cinco grupos, representando cinco
momentos de uso:

Grupo A: Membrana utilizada imediatamente apds a preparacéo

Grupo B: Membrana utilizada 30 minutos apés a preparacéo

Grupo C: Membrana utilizada 60 minutos ap0s a preparagao

Grupo D: Membrana utilizada 120 minutos ap6s a preparagao

Grupo E: Membrana utilizada 180 minutos apés a preparacao

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

um periodo de 30. 60, 120 e 180 minutos apoés a preparacao (Figura 1).

Figura 1. Membrana de L-PRF imediatamente (A), 30 minutos (B), 60 minutos (C),
120 minutos (D) e 180 minutos (E) apds a centrifugacao.
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Pesagem das membranas

Imediatamente apds a preparacdo, as membranas obtidas foram pesadas em
balanca Semi Analitica AD500 (Marte Cientifica, S&o Paulo, Brasil) para obtencao da
massa total da membrana. As membranas dos grupos B, C, D e E foram pesadas
apos transcorrido os tempos de 30, 60, 120 e 180 minutos, respectivamente. Os

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

Preparacdo das membranas para analise histolégica

Seguindo o protocolo de preparacdo de pecas para analise histologica, as
membranas de L-PRF foram fixadas em solugédo de formalina 10% por 24 h para
posterior inclusdo das mesmas em parafina. Cortes centrais semi-seriados de 5 pm
foram realizados em sentido longitudinal ao longo eixo das membranas com auxilio
de um micrétomo Laica RM 2125RT (Laica Biosystems, China). Foram obtidos quatro
cortes histolégicos de cada peca. Posteriormente, foi realizada a coloracao de Giemsa
para contagem de leucécitos.

Avaliacdo microscopica

A avaliacdo microscépica foi realizada utilizando o microscopio binocular
(Medilux, Barneveld, Holanda) por dois observadores calibrados. Quinze campos
foram selecionados e capturados em objetiva de 40x, com aumento de 400 vezes,
mediante camera de video digital acoplada ao microscopio 6ptico e a um computador,
sendo cinco campos proximais a regido de coagulo, cinco campos na regido de
transicao coagulo/fibrina e cinco campos distais a regido de coagulo (apenas area de
fibrina). A quantificacdo de leucdcitos ocorreu através das imagens de captura com
apoio de uma grade de orientacdo para contagem do numero celular (Figura 2). A

guantidade de leucdcitos contada foi tabulada.
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Figura 2. Grade de orientacdo para contagem de leucocitos.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e as andlises estatisticas 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 ndo 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 comparacédo do peso inicial em relacdo ao peso final da membrana
foi realizado pelo Teste t de Student. A comparacédo entre o peso das membranas foi
feita pela andlise de variancia (ANOVA) one way com teste post hoc de Tukey. Foi
considerando o nivel de significancia de 5% para todos os testes realizados. A
concordancia entre as avaliacdes foi calculada pelo indice de Correlacéo Intraclasse
(ICC).

RESULTADOS
Na contagem de células realizada, independente da area (Tabela 1), ndo foi

observada diferenca significativa (p=0,9887) quando comparado o numero de células

das membras obtidas em diferentes tempos apos a centrifugagao.
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Tabela 1. Média e desvio-padrao (DP) dos valores da contagem das células obtidas

nas membranas em diferentes tempo

s apos a centrifugacéo

Contagem de células

Média (DP)

26,7 (+37,3)
36,6 (+51,1)
34,6 (+34,9)
34,8 (+45,8)
23,1 (+34,6)

m O O © >

Considerando as diferentes areas da membrana (Tabela 2), ndo foi observada

diferenca significativa para a contagem de células nas areas proximais ao coagulo

(p=0,915), area de transicdo coaguloffibrina (p=0,992) (Figura 3) e area distal

(p=0,726).

Figura 3. Avaliacdo microscopica das membranas

armazenamento apos centrifugacéo, considerand

de L-PRF em diferentes tempos de

0 as areas proximais ao coagulo e

transicao coagulo/fibrina (Coloracao de Giemsa, 40x).
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Apesar das membranas apresentarem numeros de leucdcitos préximos,

observou-se alteracdes celulares morfolégicas com o passar do tempo. Células com

caracteristicas de degradacdo como aumento
coloracédo foram identificadas, principalmente, nos

ambas as regides proximal e transigao.

do tamanho celular e perda da

tempos de 120 e 180 minutos para
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Tabela 2. Contagem de células das membranas de L-PRF em diferentes

tempos apos a centrifugacéo considerando as diferentes areas da membrana

Proximal Transigéo 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 (x0,5)
C 61,1 (x25,7) 55,5 (x20,5) 0,24 (+0,3)
D 83,2 (+46,9) 39,6 (+31,1) 0,32 (x0,4)
E 66,3 (¥48,1) 25,2 (¥23,1) 0,52 (+0,8)

Foi observada uma reducao significativa do peso das membranas obtidas

imediatamente ap6s a confec¢cdo da membrana em relagdo ao peso observado 30
(p=0,0006), 60 (p=0,0082), 120 (p=0,0023) e 180 (p=0,0045) minutos de espera apos

a obtencdo 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 apds a confec¢cao da membrana

Peso inicial Peso final p-valor
B 0,5344 0,2788 0,0006
C 0,498% 0,2578 0,0082
D 0,465 0,2438 0,0023
E 0,478 0,2238 0,0045

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significante para p<0,05.

Contudo, nao foi observada uma diferenca significativa na reducao obtida entre

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

Tabela 4. Diferenca média do peso inicial em relacdo ao peso final das

membranas (em grama) apos os diferentes intervalos de tempo ap0s sua preparagao

Diferenca de peso

mOoOOm@

0,228
0,226
0,222
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 concordancia®’.

DISCUSSAO

A L-PRF € uma matriz de fibrina que sustenta plaquetas, leucocitos e apresenta
fatores de crescimento importantes.® Na pratica odontolégica muitas sdo as
situacdes em que a L-PRF pode servir como um biomaterial Gnico ou coadjuvante com
outros biomateriais para tratar lesdes em tecidos moles e duros.'®1% Para que a
membrana de L-PRF cumpra seu papel clinico, € necessario que ela tenha os
componentes envolvidos no processo de reparacao. Portanto, € importante avaliar a
celularidade para confirmar o potencial da membrana em contribuir nesse processo.

Como ha uma influéncia da rpm e do tempo na caracteristica da membrana, no
presente estudo, padronizou-se todas as centrifugacbées com o Protocolo de
Choukroun.?29-23 Considerando ainda que caracteristicas da centrifuga também
podem influenciar as caracteristicas das membranas e seu potencial de
regeneracdo,?* foi utilizada uma centrifuga do modelo pré-definido por Choukroun em
seu protocolo.®

No uso clinico, a coleta de sangue e producédo da membrana de L-PRF podem
ser realizadas no inicio do procedimento cirlrgico ou imediatamente antes do uso.®
Na dindmica clinica, se a coleta for realizada imediatamente antes do uso, durante os
procedimentos cirargicos, pode haver maior demanda de tempo de trabalho. Por outro
lado, pode-se conseguir um fluxo melhor se se a coleta de sangue e centrifugacéo do
material forem realizadas antes de iniciar o procedimento. No entanto, € desconhecido
o tempo real dos procedimentos de anestesia, incisdo e preparacdo do campo

s

cirirgico para receber o material, jA 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 clinico. Apos a centrifugacdo, o concentrado sanguineo passa
por um processo de desidratac&o.® E necessario investigar se nesse processo ha uma
perda de componentes, agua e células, que possam influenciar na eficacia da
membrana.

Dependendo da forca de centrifugacdo, o tempo de espera de 30 minutos ja
pode influenciar na resisténcia devido ao inicio do processo de polimerizacdo da

membrana.® No presente estudo, observou-se que ndo ha uma perda de células da
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membrana com os tempos de espera estudados, ou seja, em até 180 minutos apos a
preparacdo. Essa caracteristica pode ser associada também ao processo de
polimerizacao, ja prendendo as células na matriz da membrana.

Além do aspecto quantitativo, € necessario ponderar o aspecto descritivo das
células. Porque embora as mesmas estejam presentes com 60, 120 e 180 minutos
apos a producao da membrana, ha uma alteracéo no seu padrédo morfologico. Estudos
imuno-histoguimicos,?® 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 apoés a producdo da mesma. Apds transcorridos os 30 minutos,
a perda ndo progrediu, mantendo uma massa estavel. E importante conhecer essa
reducdo da massa da membrana, porque na pratica clinica, se a membrana for
utilizada imediatamente ap6s a producdo, essa perda de liquido ocorrera no sitio
cirdrgico, com uma reducdo da membrana e, consequentemente, com possivel
retracao dos tecidos aos quais a membrana est4 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 possivel aumento da resisténcia'® com a estabilidade
da massa e da celularidade 30 minutos apés a producdo da membrana, esse tempo
de espera pode ser importante para o desempenho clinico. Por outro lado, estudos
futuros podem ser desenvolvidos para avaliar se esse aumento da resisténcia ocorre
e/ou se mantém estavel, assim como a massa e a celularidade, para os tempos de
60, 120 e 180 minutos apos a preparacdao da membrana.

Assim, na pratica clinica, considerando a permanéncia celular em até 180
minutos apds a producdo da membrana, é interessante aguardar o tempo de pelo
menos 30 minutos para que a membrana estabilize sua massa, a fim de evitar possivel

retracao de tecidos.



28

REFERENCIAS

1. Broughton G, Janis JE, Attinger CE. The basic science of wound healing.
Plast Reconstr Surg 2006; 117: 12S-34S.

2. Dohan S, Choukroun J, Dohan A, et al. Platelet Rich Fibrin (PRF) : un
nouveau biomatériau de cicatrisation Biotechnologies et fibrine, plaquettes et
cytokines, aspects immunitaires, implications thérapeutiques. 3e partie :

aspects immunitaires. Implantodontie 2004; 13: 109-115.

3. Guo S, Dipietro LA. Factors affecting wound healing. J Dent Res 2010; 89:
219-229.

4. Choukroun J, Diss A, Simonpieri A, et al. Platelet-rich fibrin (PRF): a second-
generation platelet concentrate. Part IV: clinical effects on tissue healing. Oral
Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2006; 101: 56-60.

5. Choukroun J, Simonpieri A, Girard MO, Fioretti F, Dohan S, Dohan D. Platelet
Rich Fibrin (PRF) : un nouveau biomatériau de cicatrisation Biotechnologies et
fibrine, plaquettes et cytokines, aspects immunitaires, implications
thérapeutiques 4e partie : implications thérapeutiques. Implantodontie 2004;
13: 229-235.

6. Dohan Ehrenfest DM. How to optimize the preparation of leukocyte- and
platelet-rich fibrin (L-PRF, Choukroun's technique) clots and membranes:
introducing the PRF Box. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod
2010; 110: 275-278.

7. Toffler M. Treating the atrophic posterior maxilla by combining short implants
with minimally invasive osteotome procedures. Practical Procedures and
Aesthetic Dentistry 2006;18(5):301.

8. Choukroun J, Adda F, Schoeffler C, Vervelle A. Une Opportunité en paro-
implantologie: le PRF. Implantodontie 2001; 42: 55-62.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1158133604000473#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1158133604000473#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1158133604000473#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1158133604000473#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1158133604000473#!

29

9. Medikeri RS, Meharwade V, Wate PM, Lele SV. Effect of PRF and Allograft
Use on Immediate Implants at Extraction Sockets with Periapical Infection -
Clinical and Cone Beam CT Findings. Bull Tokyo Dent Coll 2018; 59: 97-109.

10.Ehrenfest DMD, Pinto NR, Pereda A, et al. The impact of the centrifuge
characteristics and centrifugation protocols on the cells, growth factors, and
fibrin architecture of a leukocyte- and platelet-rich fibrin (L-PRF) clot and
membrane. Platelets 2018; 29: 171-184.

11.Feigin K, Shope B. Use of Platelet-Rich Plasma and Platelet-Rich Fibrin in
Dentistry and Oral Surgery: Introduction and Review of the Literature. J Vet
Dent 2019; 36; 109-123.

12.Xu J, Gou L, Zhang P, Li H, Qiu S. Platelet-Rich Plasma and Regenerative
Dentistry. Australian Dental Journal 2020; 65: 131-142.

13.Gaultier F, Navarro G, Donsimoni JM, Dohan D. Concentrés plaquettaires :
technologies, biologie associée, applications cliniques, analyses histologiques

3e partie : applications cliniques. Implantodontie 2003; 13: 3—-11.

14.Simonpieri A, Del Corso M, Sammartino G, Dohan Ehrenfest DM. The
Relevance of Choukroun’s Platelet-Rich Fibrin and Metronidazole During
Complex Maxillary Rehabilitations Using Bone Allograft. Part I: A New Grafting
Protocol. Implant Dent 2009; 18: 102-11.

15. Strauss FJ, Nasirzade J, Kargarpoor Z, Stahli A, Gruber R. Effect of platelet-
rich fibrin on cell proliferation, migration, differentiation, inflammation, and
osteoclastogenesis: a systematic review of in vitro studies. Clinical Oral
Investigations 2019; 24: 1-16.

16.Petronilho VG, Balderrama IF, De Oliveira LA, Queiroz PM, Zubek MG,
Gottardo VD. Evaluation of mechanical properties of platelet-rich fibrin
membrane for implant surgery: An analysis in vitro. J Indian Soc Periodontol
2022; 26: 19-23


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Feigin+K&cauthor_id=31662059
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shope+B&cauthor_id=31662059

30

17.Koo TK, Li MY. A guideline of selectiong and reporting intraclass correlation
coefficients for reliability research. J Chiropr Med 2016; 15:155-163.

18.Girish Rao S, Bhat P, Nagesh KS, et al. Bone regeneration in extraction
sockets with autologous platelet rich fibrin gel. J Maxillofac Oral Surg 2013;
12:11-16.

19.Hoaglin Dr, Lines GK. Prevention of localized osteitis in mandibular third-molar
sites using platelet-rich fibrin. Int J Dent 2013; 875380.

20.Ghanaati S, Booms P, Orlowska A, et al. Advanced platelet-rich fibrin: A new
concept for cell-based tissue engineering by means of inflammatory cells. J
Oral Implantol 2014; 40: 679-89.

21.Choukroun J, Ghanaati S. Reduction of relative centrifugation force within
injectable platelet-rich-fibrin (PRF) concentrates advances patients' own
inflammatory cells, platelets and growth factors: The first introduction to the

low speed centrifugation concept. Eur J Trauma Emerg Surg 2018; 44: 87-95.

22.Croisé B, Paré A, Joly A, Louisy A, Laure B, Goga D. Optimized centrifugation
preparation of the platelet rich plasma: Literature review. J Stomatol Oral
Maxillofac Surg 2020; 121: 150-4.

23.De Oliveira LA, Borges TK, Soares RO, Buzzi M, Kiickelhaus SA.
Methodological variations affect the release of VEGF in vitro and fibrinolysis’
time from platelet concentrates. PLoS One 2020; 15: e0240134.

24.Dohan Ehrenfest DM, Del Corso M, Diss A, Mouhyi J, Charrier JB. Three-
dimensional architecture and cell composition of a Choukroun's platelet-rich
fibrin clot and membrane. J Periodontol 2010; 81: 546-55.

25.Liu PF, Hu YC, Kang BH, et al. Expression levels of cleaved caspase-3 and
caspase-3 in tumorigenesis and prognosis of oral tongue squamous cell
carcinoma. Plos One 2017; 12: e0180620.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhat%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24431807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagesh%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24431807

31

3. CONSIDERACOES FINAIS

A membrana apresenta constante sua contagem celular em até 180 minutos
apos a producdo. No entanto, 30 minutos apds a obtencdo da membrana, h4 uma
reducdo de massa que se mantém estavel nos proximos 150 minutos. Assim, para
evitar possivel prejuizo de volume de tecido, pode-se aguardar pelo menos 30 minutos
apos a obtencdo da membrana, para seu uso clinico, sem comprometer a contagem

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

O presente estudo mostra-se como uma forma de orientar o profissional em
relacdo ao melhor tempo para obter a membrana de L-PRF para o uso clinico, a fim
de obter um biomaterial que ndo comprometa sua celularidade e usa-lo quando o

mesmo ja apresenta uma estabilidade de massa/volume.
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GBP70.00 per additional page. For guidance purposes, one published page amounts approximately to
5,500 characters; text should be reduced if figures/tables are included within the 7 pages. If authors are
unable to pay additional page fees they will need to reduce the length of their articles.
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Methods. Alternatively, define each abbreviation and introduce it in parentheses the first time it is
used; e.g., "Cultures were grown in Eagle minimal essential medium (MEM)." Generally, eliminate
abbreviations that are not used at least three times in the text (including tables and figure legends).
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Title Page: should contain the title of the article, name(s) of the author(s), initials, and institutional
affiliation(s), and the name and complete mailing address, including email address, of the author
responsible for correspondence. We accept only one corresponding author per manuscript and in case
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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status of the field 3) methods 4) results 5) conclusion.
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Main Text of Original Research Articles

Introduction: Summarize the rationale and purpose of the study, giving only strictly pertinent
references. Do not review existing literature extensively.

Material and methods: Materials and methods should be presented in sufficient detail to allow
confirmation of the observations. Published methods should be referenced and discussed only briefly,
unless modifications have been made.

Results: Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do not repeat in
the text all of the data in the tables and illustrations. Important observations should be emphasized.

Discussion: Summarize the findings without repeating in detail the data given in the Results section.
Relate your observations to other relevant studies and point out the implications of the findings and
their limitations. Cite other relevant studies.

Main Text of Reviews, Short Communications and Meeting Reports

These need not follow the usual divisions.

Acknowledgements: Acknowledge only persons who have made substantive contributions to the
study. Authors are responsible for obtaining written permission from everyone acknowledged by name
because readers may infer their endorsement of the data and conclusions. Sources of financial support
must be acknowledged.

5.4. References

References should be numbered consecutively in the order in which they appear in the text, and should
be kept to a pertinent minimum. References should include the beginning and ending page numbers.
Identify references in the text, tables, and figure legends by arabic numerals in superscript format.
References cited only in the tables or figure legends should be numbered in accordance with a
sequence established by the first notation of that figure or table in the text. Use the style of the
examples below, which is based on Index Medicus. Manuscripts accepted but not published may be
cited in the reference list by placing "in press" after the abbreviated title of the journal. Abstracts and
manuscripts not yet accepted may be cited in full in the text but not in the reference list. References
must be verified by the author(s) against the original documents.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management and
formatting. Reference Manager reference styles can be searched for here:
http://refman.com/downloads/styles

Examples:

(1) Standard journal article
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Sosman J, Yrigoyen O, et al. Functional analysis of human T- cell subsets defined by monoclonal
antibodies. I. Collaborative T-T interactions in the immunoregulation of B-cell differentiation. J
Immunol 1980; 125: 2402-2405.
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(3) No author given
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(4) Journal supplement

Mastri AR. Neuropathology of diabetic neurogenic bladder. Ann Intern Med 1980; 92 (2 pt 2): 316-
324.
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marrow scan. Blood 1979; 54 (suppl 1): 26- 28.

(5) Journal paginated by issue
Seaman WB. The case of the pancreatic pseudocyst. Hosp Pract 1981; 16 (Sep): 24-29.

(6) Personal author(s)
Eisen HN. Immunology: an introduction to molecular and cellular principles of the immune response ,
5th edn. New York: Harper Row, 1984:406-420.

(7) Editor, compiler, chairman as author
Dausset J, Colombani J, eds. Histocompatibility testing 1972. Copenhagen: Munksgaard, 1973: 12-18.

(8) Chapter in a book

Weinstein L, Swartz MN. Pathogenic properties of invading microorganisms. In: Sodeman WA Jr,
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(9) Published proceedings paper

DePont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an unrelated
MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of 3rd Annual Meeting of the
International Society for Experimental Hematology. Houston: International Society for Experimental
Hematology, 1974: 44-50.

(10) Agency publication

Ranofsky AL. Surgical operations in short-stay hospitals: United States - 1975. Hyattsville, Maryland:
National Center for Health Statistics, 1978; DHEW publication no. (PHS) 78-1785. (Vital and health
statistics; series 13; no. 34.)

(11) Dissertation or thesis
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1965. 156pp. Dissertation.

5.5. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be numbered consecutively with arabic numerals. Use titles which are self
explanatory. Due regard should be given to the proportions of the printed page.

Figures: All figures should clarify the text and their number should be kept to a minimum. Details
must be large enough to retain their clarity after reduction in size. Illustrations should preferably fill a
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
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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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provide copies to the Publishers.

5.6. Supporting Material
Supporting Material, such as data sets or additional figures or tables, that will not be published in the
print edition of the journal, but which will be viewable via the online edition, can be submitted.

It should be clearly stated at the time of submission that the Supporting Material is intended to be
made available through the online edition. If the size or format of the Supporting Material is such that
it cannot be accommodated on the journal's Web site, the author agrees to make the Supporting
Material available free of charge on a permanent Web site, to which links will be set up from the
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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Titulo da Pesquisa: J-'-.*JALIA(;.EO DAS CARACTERISTICAS FISICAS E CELULARES DE MEMBRANAS
DE PRF

Pesquisador: Polyane Mazucatto Queiroz

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 443985821.58.0000.5220

Instituigio Proponente: Faculdade Inga / UNINGA/PR

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Hiamera do Parecer: 4 668.021

Apresentagio do Projeto:

De acordo com as informagdes apresentadas na PB_Infermagdes basicas do projeto apresentada pelo
pesquisador Polyane Mazucatio Queiroz, no projeto intitulado ﬁ."JALIM}‘..&U DAS CARACTERISTICAS
FiSICAS E CELULARES DE MEMBRANAS DE PRF, versdo 1, submetido dia 05/03/2021, CAAE n®
44398821.8.0000.5220: Apbs aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquiza com Seres Humanos do Centro
Universitario Ingd — UNINGA e assinados os Termos de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), doze individuos do género masculino, saudaveis, realizardo a
doagio de sangue para esta pesquisa. O3

voluntarios devem apresentar idade entre 18 e 60 anos, ndo fazer uso sistémico de anticoagulante ou
qualquer outra medicac&o nas dlimas guatro

semanas. Além disso, 03 voluntarios ndo devem ser portadores de doengas sistémicas, ndo podem fazer
uso de bebidas alcodlicas, tabaco ou

gualguer outra droga. Em uma primeira andlise, serdo incluidos os pacientes dentro da faixa etaria, que se

Enderego: Rodowia BR 317 n 6114 - Bloco G, Sala 24

Bawro: Saida para Astorga CEP: gF.035-510
UF: PR Municipio: MARINGA
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declararem normosistémicos, ndo

realizarem uso de qualguer medicamento e apresentar a pressao arterial dentro dos padries de
normalidade. Desses individuos, serdo coletadas 10

amostras de sangue em tubos de 9 ml, seguindo os protocolos de coleta e biossegurancga conforme
preconizados no Manual da Organizag&o

Mundial da Sadde (OMS): “Diretrizes da OMS para tiragem de sangue: boas praticas em flebotomia®. &
coleta de sangue sera realizada por um

profissional capacitado em venopuncio.

As analises para inclusdo dos pacientes serdo pautadas nos protocolos nacionais das suas respectivas
academias, portanto, a partir de um
tubo de sangue serfo realizadas as avaliages do hemograma completo, teste para coagulagéo,
hemoglobina glicada e pressdo arterial. Serdo
excluidos os individuos gue apresentarem seus exames incompativeis com o padréo de normalidade nos

testes realizados.

Objetivo da Pesquisa:

De acorde com as informagdes apresentadas na PB_Informagdes basicas do projeto apresentada pelo
pesquisador Polyane Mazucatto Queiroz, no projeto intitulado A‘JALIM;.&D DAS CARACTERISTICAS
FiSICAS E CELULARES DE MEMBRAMNAS DE PRF, versdo 1, submetido dia 05/03/2021, CAAE
n°44398521.8.0000.5220, os objetivos da pesquisa sdo: Objetive Primario:

Avaliar as caracteristicas fisicas e celulares de membranas de PRF considerando diferentes intervalos de
tempo transcorridos entre a preparagdo e

0 uso clinico, & considerando diferentes centrifugas disponiveis comercialments

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com as informagdes apresentadas na PB_Informagdes basicas do projeto apresentada pelo
pesquisador Polyane Mazucatto Queiroz, no projeto intitulado A‘JALIM;.&D DAS CARACTERISTICAS
FiSICAS E CELULARES DE MEMBRAMAS DE PRF, versdo 1, submetido dia 05/03/2021, CAAE
n°44398521.8.0000.5220, os rizcos e beneficios da pesquisa s8o0; Riscos:
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0= riscos do presente estudo =80 os mesmos que podem acontecer durante qualgquer procedimento de
flebotomia. O paciente sera previaments

avaliado por anamnese e s& serd voluntario o individuo sem alteragdo sistémica prévia. O voluntario sera
previamente orientado sobre todos os

possiveis riscos da sua participagdo.

Existe a possibilidade de contaminagfo durante o procedimento de flebotomia. Contudo, o operador
responsavel tomara todos os cuidados de

bicsseguranga, conforme preconizade pela OMS, para evitar qualguer contaminagdo. Casoe ocoma a
contaminagdo, os pesquisadores serio

responsaveis pelo encaminhamento e acompanhamento do paciente conforme a necessidade. Além disso,
o individuo esta sujeito @ um desconforto

durante o procedimento. A flebotomia sera realizada por um profissional capacitado e experiente a fim de
gerar o minimo de desconforto possivel.

Como todo processo de coleta de sangue, o individuo esta sujeito a hemomragia, hematomas e edemas na
regido. Mo entanto, o profissional

realizara todos cuidados para otimizar o processo de hemostasia e minimizar qualguer dano. Alem disso, o
profissional &€ capacitado e estara

preparado para resolver qualguer possivel intercoméncia.

Outro risco a gual o paciente esta sujeito & em relagéo a exposicdo de sua identidade. Mo entanto, os
pesquisadores asseguram total sigilo e

preservagio da identidade do paciente efou de qualguer informacéo gue possa identifica-lo.

Beneficios:

Como beneficio ao voluntario, o mesmo recebera uma copia de todos oz exames realizados e sera
orientado & encaminhamento para busca de

atendimento medico conforme & necessidade. Além disso, espera-se que com os resultados do presente

estudo, a comunidade de modo geral e o
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individuo voluntario possam se beneficiar no futuro pelos resultados do presente estudo como uma forma de
ofimizar a conduta clinica do preparo € manejo da PRF.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

Ce acorde com as informagdes apresentadas na PB_Informagdes basicas do projeto apresentada pelo
pesquisador Polyane Mazucatto Queiroz, no projeto intitulado AVA LIA[;ﬁD DAS CARACTERISTICAS
FISICAS E CELULARES DE MEMBRAMAS DE PRF, versdo 1, submetido dia 05/03/2021, CAAE
n°44393821.8.0000.52 20 trata-=e de estudo nacional prospectivo. Patrocinio: financiamento proprio. 12
Participantes brasileiros. Inicio previsto para 01/06/2021 e término em 31/05/2022.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Foram apresentados todos os termos.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

De acordo com as informagdes apresentadas na PB_Informagdes basicas do projeto apresentada pelo
pesquisador Polyane Mazucatto Queiroz, no projeto intitulado A‘JALIAQ;&O DAS CARACTERISTICAS
FiSICAS E CELULARES DE MEMBRANAS DE PRF, versfio 2, submetido dia 25/03/2021, CAAE n°
44398821.5.0000.5220: a pesquizadora apresenta carta de resposta ao primeiro parecer (n%4.601.573):
Pendéncia: Riscos: explicar guais sdo os riscos que o pesguisado estara

exposto durante a flebotomia.

Resposta ao Comité: S8o0 apontados como riscos aos quais o individuo

colaborador estara submetido durante a flebotomia:

- Hematoma: E um acimulo de sangue extravasado sob a pele. O hematoma

pode decorrer de uma venopungio imperfeita com angulag8o muito acentuada,

dupla pungic da veia ou ainda por press&o insuficiente na regido apds a coleta

das amostras.

- Reagfo vaso-gaval: E um reflexo involuntario em que ocorre bradicardia com

redugdo da press8o arterial, havera privagdo parcial de sangue para o cérebro

ocorre o episddio de desmaio. Essa alterago pode ser decorrente da ansiedade

do voluntario, guadro de hipoglicemia ou falta de ligquido.

- Desmaio retardado (sincope): E um episodio de desmaio gque pode ocomrer de

uma a gquatro horas apos a coleta das amostras de sangue. A sincope pode ser
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decomente de situagdo de estresse ou ingestio insuficiente de liguido (gueda do
volume).

- Perfuragio arterial: Ea perfuragfo indesejada da artéria braguial devido a
relagdo de proximidade da artéria com a veia.

- Comprometimento de nervo: Dor ou parestesia gue pode estar associada a
perda motora ou sensorial. Ocore devido ao acometimento de terminagdes
nervosas durante a pungio.

Pendéncia: Riscos: explicar detalhadamente guais s30 os protocolos da

OMS para minimizar os riscos.

Resposta ac Comité: Para evitar'minimizar a manifestago de riscos, os
protocolos a serem seguidos para cada risco apresentado:

- Hematoma: Apds a coleta deve-se fazer a pressdo e colocagdo do curativo com
firmeza & instruir gue o voluntario evite levantar objeto pesado.

- Reagfio vaso-gaval: Esclarecer sobre o procedimento, tranguilizar o voluntario
& instruir sobre ingestio normal de agua antes da coleta.

- Desmaio retardado (sincope): Tranguilizar o voluntario e instruir sobre ingestio
normal de dgua antes e apos a coleta.

- Perfuragdo arterial: Localizagdo comreta da veia e inclinagdo adequada da
agulha. Caso ocoma a perfuragdo (identificada pelo sangue vermelho vivo e de
fluxo répido) a coleta deve ser interrompida, aplicar pressio firme por pelo menos
15 minutes &, se necessario, entrar em contato com servigo médico.

- Comprometimento nerveso: Tranguilizar o voluntario, localizag&o cometa da
veia e inclinagdo adequada da agulha. Caso ocora comprometimento com perda
motora ou sensorial, orientar e observar remissdo espontinea esperada em até
24 horas.

Pendéncia: TCLE: adotar linguagem para gue um leigo entenda quais sdo

03 riscos aos guais ele estard exposto durante a flebotomia.

Resposta ac Comité: Em relagio acs riscos no TCLE foram reescritos

buscando uma linguagem mais simples. As adequacdes realizadas estdo
transcritas abaixo:

“O= riscos aos quais estara sujeito 580 08 mesmos envolvidos em qualquer
coleta de sangue, como realizada para exames médicos. O profissional que vai

fazer a sua coleta & habilitado e com experiéncia em coleta de sangue. O
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profissional seguird todos os cuidados preconizados pela Organizagio Mundial

da Salde, para evitar qualguer dano. Entretanto, observamos que ha a

possibilidade de ocomer riscos e desconfortos relacionados com a coleta de

sangue, ainda que raros & passageiros, como hematoma (mancha

vermelhalamoxeada sob a pele) apds a coleta, desmaio durante ou apos a coleta

do sangue, perfuragdo de alguma artéria da regifo ou ainda de algum nerve que

pode causar uma perda de sensibilidade temporaria na regido. Apesar de raros

& passageiros, caso ocorma alguma dessas complicagdes, vocd terd todo o

suporte e acompanhamento da nossa equipe de pesguisadores.”

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ressalta-se gue cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatorios parciais e final da pesquisa, por

meic da Plataforma Brasil, via notificagdo “relatoric” para que sejam devidamente apreciados no CEP,

conforme Morma Operacional CHS n® 001113, item X1, 2.d.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documents Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas PB_INFDRMAQ&ES_BJ&.SICAS_DO_P 250032021 Aceito
do Projeto ROJETO 1711703 pdf 11:21:33
Recurso Anexado RezpostaacParecer_ pdf 25/03/2021 | Polyane Mazucatto Aceito
pelo Pesquisador 11:21:08 | Queiroz
TCLE { Termos de | TCLE_adequacoes pdf 25/03/2021 | Polyane Mazucatto Aceito
Assentimento § 11:20:30 | Queiroz
Justfificativa de
Auszéncia
Projeto Detalhado /| Projetodepesquisa.pdf 03/03/2021 | Polyane Mazucatto Aceito
Brochura 17:33:49 | Queiroz
Investigador
Folha de Rosto FolhaDeRosto_assinaturas pdf 03/03/2021 | Polyane Mazucatto Aceito

17:33:30 | Queiroz

Situagdo do Parecer:
Aprovado
MNecessita Apreciagio da CONEP:
Mao
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