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"There are two objects of medical education:
To heal the sick, and to advance the science."
(CHARLES HORACE MAYO, 1926.)



RESUMO

Introdugao: O PRF (plasma rico em fibrina) € um tipo de concentrado
plaquetario, produzido a partir da centrifugacdo de sangue autélogo, rico em
plaquetas e fibrina e bastante utilizado em diversas areas da saude. Hoje, no
entanto, existem diversos protocolos para o seu preparo, que levam a composi¢des
variadas ou mesmo desconhecidas. Objetivo: Analisar a morfologia e composigéo
de cada PRF produzido por quatro metodologias diferentes, buscando padronizar
um unico protocolo. Metodologia: Estudo experimental qualitativo, para o qual foram
selecionados quatro protocolos de PRF para os testes. De margo a abril de 2023, na
UFPR, foram realizadas as testagens, com a participacdo de dois voluntarios
saudaveis maiores de 18 anos. Através de contagem manual em microscopia optica
com camara de Neubauer, as células do sangue e do PRF foram quantificadas e os
agregados foram pesados e medidos. Os dados coletados foram tabulados,
dispostos em graficos e analisados de forma comparativa, tanto entre metodologias
quanto entre pessoas. Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa por meio do parecer consubstanciado de numero 5.612.418, em 30 de
agosto de 2022, CAAE numero 58489322.5.0000.0102, em acordo com a Resolugao
466/2012 do Conselho Nacional de Saude. Resultados e Discussado: As contagens
de células, peso e area do PRF foram os dados com maior variabilidade em relagéo
a todos os resultados tabulados. No entanto, o fator que mais parece interferir na
composi¢cao e morfologia do produto final sdo as caracteristicas proprias de cada
individuo. Além disso, os resultados obtidos ndo apontaram para a superioridade
absoluta de nenhuma dessas metodologias, mas a maioria desses fatores age em
desvantagem do protocolo 3. Consideragdes finais: E necessario que o estudo
prossiga com maior numero de participantes, para que os resultados sejam mais
significativos estatisticamente. Também se pretende analisar os dados
epidemioldgicos dos doadores, a fim de melhor esclarecer as interferéncias proprias
de cada individuo na morfologia e composi¢ao dos concentrados de plaquetas.

Palavras-chave: PRF. Caracterizagao. Protocolo.



ABSTRACT

Introduction: PRF (Platelet-Rich Fibrin) is a type of platelet concentrate,
produced from the centrifugation of autologous blood, rich in platelets and fibrin, and
widely used in various areas of healthcare. However, currently, there are several
protocols for its preparation, which lead to varied or even unknown compositions.
Objective: Analyze the morphology and composition of each PRF produced by four
different methodologies, seeking to standardize a single protocol. Methodology:
Qualitative experimental study, for which four PRF protocols were selected for
testing. From March to April 2023, at UFPR, tests were carried out, with the
participation of two healthy volunteers over 18 years old. Through manual counting in
optical microscopy with a Neubauer chamber, whole blood and PRF cells were
quantified and the aggregates were weighed and measured. The collected data were
tabulated, arranged in graphs and analyzed comparatively, both between
methodologies and between people. This research was approved by the Research
Ethics Committee through substantiated opinion number 5,612,418, on August 30,
2022, CAAE number 58489322.5.0000.0102, in accordance with Resolution
466/2012 of the National Health Council. Results and Discussion: Cell counts, PRF
weight and area were the data with the greatest variability in relation to all tabulated
results. However, the factor that most seems to interfere in the composition and
morphology of the final product are the characteristics of each individual. In addition,
the results obtained did not point to the absolute superiority of any of these
methodologies, but protocol 3 is the least advantageous. Final considerations: It is
necessary that the study continue with a larger number of participants, so that the
results are more statistically significant. It is also intended to analyze the
epidemiological data of donors, in order to better clarify the interferences of each
individual in the morphology and composition of platelet concentrates.

Keywords: PRF. Description. Protocol.
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1 INTRODUGAO

Os agregados sanguineos sao produtos com potencial regenerativo,
formados a partir da centrifugagdo de sangue autdlogo (DOHAN et al., 2013). Um de
seus precursores foi o selante de fibrina, um tipo de coagulo de fibrina derivado do
plasma humano. A partir dele, outros produtos passaram a ser desenvolvidos a fim
de combinar as propriedades da fibrina com os efeitos dos fatores de crescimento
plaquetarios. Hoje, os principais representantes dos concentrados de plaquetas séao
o PRP (plasma rico em plaquetas) e o PRF (plasma rico em fibrina), que compdem,
respectivamente, a primeira e a segunda geracao desses concentrados (PRAKASH,;
THAKUR, 2011).

O PRF é produzido sem a adi¢cdo de anticoagulantes e em apenas um ciclo
de centrifugacdo. E um material rico em plaquetas, que possuem papel importante
na cicatrizacdo de feridas, especialmente devido as citocinas e fatores de
crescimento que elas contém (GASSLING et al., 2009). Além disso, forma uma rede
de fibrina, que auxilia na coagulacdo do sangue e na cicatrizagdo de feridas
(MATRAS, 1985). Alguns agregados também contém leucdcitos, que podem
favorecer os tratamentos clinicos, visto que tém acao imunoldgica (EVERTS et al.,
2020) e aumentam os niveis de fatores de crescimento e citocinas (KRAEUTLER et
al.,2016).

O PRF é bastante utilizado na area de cirurgias orais e maxilofaciais,
incluindo implantes, enxertos 0sseos, exodontia e osteonecrose mandibular (FAN;
PEREZ; DYM, 2020) e na ortopedia, no tratamento de injurias musculares cronicas,
lesdes cartilaginosas (GRECU et al., 2019), ligamentares (DEAL et al., 2017), de
menisco (BLANKE et al., 2015) e tendinopatias (ROWAN; DROUIN, 2013). Além
disso, pode ser util no tratamento de ulceras e feridas cronicas (STEENVOORDE et
al., 2008) alopecia, de cicatrizes e cirurgias plasticas (KARIMI; ROCKWELL, 2019).

Porém, desde que os concentrados de plaquetas se difundiram pelo mundo,
surgiram muitas variagdes das técnicas de preparo originais, por conta da aplicagao
de novos protocolos ou uso de centrifugas mais modernas, por exemplo (DOHAN et
al., 2018). E possivel que sejam alterados diversos parametros na centrifugacao,
como a forga centrifuga relativa (RCF) e o tempo de duracdo do ciclo, e,

dependendo do protocolo escolhido, podem variar fatores, como a contagem de
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plaquetas e leucdcitos ou a arquitetura da fibrina (DOHAN et al., 2018; AGRAWAL,
2017).

Além disso, passou a ser comum confusdes de nomenclatura, visto que
grande parte desses produtos passaram por modificagées na sua composigdo, mas
nao na designacdo (DOHAN; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009). Ainda, em
muitos dos artigos, os derivados de plaquetas ndo sdo acompanhados de uma
descricdo detalhada de sua composicao, visto que muitos autores consideram que
esses concentrados sdo todos os mesmos (DOHAN et al., 2012).

E importante que se invista no entendimento da composicdo, aplicacdes
clinicas e nomenclaturas dos concentrados de plaquetas, a fim de que essa terapia
nao perca seu potencial futuro, devido a resultados contraditérios — que, muitas
vezes sao facilmente explicados por algum parametro ndo caracterizado (DOHAN et
al., 2012). O desenvolvimento desses produtos depende de uma descri¢gao precisa e
objetiva de sua estrutura e aspectos bioldgicos, e esclarecer os pontos divergentes
pode ser o primeiro passo a ser tomado (DOHAN; RASMUSSON; ALBREKTSSON,
2009).

Pelos motivos aqui expostos, este projeto tem como objetivo avaliar as
diversas metodologias descritas em referéncias bibliograficas, e caracterizar a
composi¢ao de quatro delas, em busca da padronizagdo de um protocolo unico, de
forma a possibilitar a sua posterior aplicagdo nos mais variados campos
terapéuticos. Além do papel que os concentrados de plaquetas ja desempenham, ha

muito a ser explorado e aprimorado nos proximos anos (DOHAN et al., 2013).

2 METODOLOGIA

2.1 SELEGCAO DOS PROTOCOLOS

Foi realizada uma revisdo bibliografica buscando conhecer parte das
diferentes metodologias de producdao do PRF disponiveis na literatura. Com base
nisso, foram selecionados quatro protocolos, que diferem entre si quanto ao tempo e
forca de centrifugacdo (na unidade de medida G ou RCF). Para todos eles, foram

utilizados tubos secos, sem anticoagulantes.
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A primeira metodologia (protocolo 1 - TABELA 1) selecionada para os testes
foi baseada na técnica empregada por Choukroun et al. (2006) no desenvolvimento
do primeiro PRF, partindo da coleta do sangue em tubos de 10 ml, seguida
imediatamente de centrifugacdo a 400 G por 10 minutos (DOHAN et al., 2006a). A
fim de testar a influéncia do tempo nesse processo, optou-se pela escolha do
protocolo 2 (TABELA 1), aplicado por Wu et al. (2012), que também utiliza 400 G de
forga de centrifugagcédo, mas em um tempo de 12 minutos.

Ainda, buscando analisar a influéncia de diferentes velocidades de
centrifugacdo no preparo do PRF, foi escolhido o protocolo 3 (TABELA 1),
empregado por Choukroun et al. (2006) em um de seus trabalhos, que produziu PRF
a partir da centrifugacado do sangue em aproximadamente 280 G por 10 minutos. Por
fim, para analisar uma forca RCF maior que essas, foi selecionado o protocolo 4
(TABELA 1), que envolve uma centrifugagao por 12 minutos em 708 G, que faz parte

das pesquisas de Bagdadi et al. (2019).

Tabela 1 - PROTOCOLOS DE PRODUGAO DE PRF SELECIONADOS

Protocolos Forga de centrifugagao Tempo de centrifugagao
Protocolo 1 400 G 10 minutos
Protocolo 2 400 G 12 minutos
Protocolo 3 280 G 10 minutos
Protocolo 4 708 G 12 minutos

FONTE: Autora (2023)

2.2 RECRUTAMENTO

Para este estudo, foram incluidos individuos maiores de 18 anos, sem
distincdo de sexo, cor ou etnia, e considerados saudaveis, isto €, pessoas que
estivessem na auséncia de doencgas infectocontagiosas ativas, doencas cronicas
descompensadas (como diabetes mellitus e hipertensao arterial sistémica) ou
traumas fisicos, como fraturas. Esses aspectos foram avaliados através de um
questionario.

O recrutamento foi voltado para pessoas frequentadoras do Campus Toledo
da Universidade Federal do Parana, entre discentes, docentes, técnicos e

funcionarios terceirizados. Estes individuos foram convidados a participar da
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pesquisa quando estavam no campus para desempenho de suas atividades de
rotina, durante horario comercial. Portanto, ndo foi necessario o deslocamento
exclusivo para participagdo neste estudo. Além disso, o convite foi realizado de
forma coletiva, para que ndo houvesse exposigdo ou constrangimento individual.
Aqueles que concordaram em se voluntariar, assinaram o TCLE (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido) e responderam um questionario semiestruturado
com questdes de cunho epidemiolégico e duragdo aproximada de 20 minutos. Tal
questionario foi aplicado apenas com a finalidade de triagem, para selecionar os
individuos considerados saudaveis, bem como servir de material para possiveis

etapas que esta pesquisa venha a ter futuramente.

2.3 COLETA DE SANGUE

A coleta de sangue seguiu um protocolo padrdo com palpag¢ao da veia a ser
puncionada, colocagao de garrote, antissepsia do local de pungéo, e pungdo com
seringa de 10 ml e agulha do tipo 23G. Embora o objetivo da coleta fosse obter 10
ml de sangue periférico, isso ndo foi possivel em todas as situacbes, devido a
dificuldades técnicas na coleta, mas as etapas se seguiram mesmo dispondo de um
volume sanguineo inferior.

O tempo de garrote foi cronometrado, além do tempo decorrido desde o
inicio da coleta até o inicio da centrifugagdo, com o objetivo de avaliar se esses

critérios influenciaram na formacao do PRF e da membrana.

2.4 PRODUCAO DO PRF

A partir da coleta de sangue, a pesquisa seguiu com a centrifugagao
imediata da amostra, segundo os diferentes protocolos selecionados. O objetivo era
testar as quatro metodologias com um mesmo voluntario, no minimo, para analisar
as possiveis variagbes da composicao e morfologia celular dos produtos obtidos.

Todos os testes se seguiram com a coleta de sangue do voluntario, com
seringa de 10 ml. A seguir, a maior parte do volume de sangue era transferido da
seringa para um tubo seco de coleta de sangue de material plastico. No menor

tempo possivel, o tubo era colocado na centrifuga, com os parametros de RCF e
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tempo previamente ajustados, e o peso desse tubo era balanceado com outro tubo
idéntico preenchido com volume semelhante de agua.

Além disso, uma pequena por¢ao (menos de 1 ml) do sangue coletado era
armazenada em um tubo de coleta de sangue com anticoagulante EDTA, para que
pudessem ser realizadas as contagens de células no sangue total, sem que este
viesse a coagular e impossibilitar sua analise.

Apos a centrifugagdo do material, o concentrado se formava aderido a um
coagulo de sangue. Esse material era entdo pesado e medido. Em seguida, o
coagulo era retirado e apenas o PRF final passava por nova pesagem e medigao.
Além disso, com o auxilio de uma micropipeta, era coletada uma quantidade do
sobrenadante do PREF, isto €, sua por¢ao mais liquefeita, para que também fossem

realizadas as contagens de células e sua analise.

2.5 ANALISE DOS COMPONENTES

2.5.1 Hemacias

Para cada um dos testes, a estimativa da contagem de hemacias foi
realizada através da diluicao de 1:200 da amostra de sangue em soro fisiolégico, ou
seja, 10 microlitros de sangue total dissolvidos em 2000 microlitros de soro
fisiolégico, com o auxilio de micropipetas. O mesmo foi feito para a analise do PRF:
10 microlitros do sobrenadante do PRF dissolvidos em 2000 microlitros de soro
fisiologico.

A partir disso, 10 microlitros da amostra eram introduzidos em uma camara
de Neubauer com o auxilio de uma micropipeta. A observacdo foi feita em
microscopio optico, com ajuste de foco a partir do aumento de 40 vezes, enquanto a
contagem foi realizada no aumento de 400 vezes.

A contagem de hemacias ocorreu em cinco porg¢des do quadrado central (de
1 mm”2, delimitado pelas linhas triplas) da céamara: nos quatro quadrados dos
cantos e no central. De acordo com as dimensdes da camara, o volume da area
contada corresponde a 0,02 mm”3, portanto, o numero de hemacias contadas foi
multiplicado por 50 para obtermos o correspondente em 1 mm”3 ou microlitro. Além

disso, multiplicamos esse valor por 200, ja que a diluicdo foi de 1:200. Assim, o
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numero total de hemacias contadas nesses cinco quadrados foi multiplicado por 10

mil para obtermos a concentragcao estimada de hemacias por microlitro.

2.5.2 Leucocitos

Para a contagem estimada de leucécitos, foi utilizado o liquido de Turk,
composto de acido acético e violeta genciana. A partir disso, foram dissolvidos 10
microlitros de sangue total em 190 microlitros de liquido de Turk. Foi feito o mesmo
procedimento para a contagem de leucocitos no PRF: 10 microlitros do
sobrenadante do PRF dissolvidos em 190 microlitros de liquido de Turk.

A contagem de leucécitos foi efetuada nos quatro quadrantes laterais
maiores da camara, isto €, em quatro regides de 1 mm”2 cada. De acordo com as
dimensbes da camara, essa area corresponde a um volume de 0,4 mm”*3, entéo,
multiplicamos o numero de leucdcitos contados por 2,5 para obtermos o
correspondente em 1 mm”3 ou microlitro. Além disso, devemos multiplicar esse
valor também por 20, por conta da diluicdo realizada. Desse modo, o valor contado
de leucdcitos foi multiplicado por 50 para obtermos a concentragdo estimada de

leucocitos por microlitro.

2.5.3 Plaquetas:

Para a contagem estimada de plaquetas, foi necessario o preparo de um
corante, o liquido diluidor de Brecher. Esse corante foi obtido a partir da mistura de 1
g de oxalato de aménio, 2 gotas de azul de metileno 1% e 100 ml de agua destilada.
A partir disso, 10 microlitros de sangue total foram dissolvidos em 2000 microlitros
de liquido de Brecher. O mesmo foi feito com o sobrenadante do PRF (10 microlitros
do sobrenadante diluidos em 2000 microlitros de liquido de Brecher).

A contagem de plaquetas foi realizada nos mesmos quadrados que a de
hemacias, mas nos dois lados da camara, o que resultou em um volume de
contagem de 0,04 mm?3. Dessa forma, o numero de plaquetas contadas foi
multiplicado por 25 para obtermos o correspondente em 1 mm”3. Ainda, esse valor
precisava ser multiplicado por 200, visto que a diluigao foi de 1:200. Por fim, entéo,
multiplicamos o numero de plaquetas contadas por 5000 para obtermos a

concentracao estimada de plaquetas por microlitro
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2.6 AVALIACAO MACROSCOPICA

ApoOs o processamento na centrifuga, retirava-se o agregado formado de
dentro do tubo com o auxilio de uma pinga. Nesse caso, o PRF era formado aderido
a um coagulo de sangue. Assim, realizava-se a pesagem desse produto em balanga
analitica, bem como a tomada de suas medidas de comprimento e largura. Apos
esse procedimento, com o auxilio de uma tesoura, retirava-se o coagulo de sangue,

deixando apenas o PRF, que passava por nova pesagem e medicao.

2.7 ANALISE DOS DADOS COLETADOS

A partir dos resultados das contagens de células, bem como da avaliagao

macroscopica, foi construida uma tabela compilando todos esses valores.

2.8 SIGILO DOS DADOS COLETADOS

Nessa pesquisa, € proibida a divulgacdo de dados que identifiquem os
voluntarios. Com o objetivo de proteger as informagdes coletadas, os participantes
foram identificados através de um cdodigo alfanumérico (neste caso, voluntarios “A” e
“B”) e apenas membros da equipe de pesquisa terdo acesso aos dados para

analise.
2.9 BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos de coleta de sangue e processamento dos
materiais bioldgicos decorreram com a utilizagdo dos equipamentos de seguranca

individual: jaleco, mascara e luvas. Além disso, os materiais perfurocortantes

receberam descarte adequado, bem como os residuos contaminados.

3 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS
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Tabela 2 - TABULACAO DOS DADOS COLETADOS NOS EXPERIMENTOS COM OS QUATRO
PROTOCOLOS DE PRODUGAO DO PRF PARA OS INDIVIDUOS AE B

n Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4
Parametros
A B A B A B A B
WE LI SRR | 7ml 8 ml ami &ml aml & ml 9ml
coletado
Tempo de garrote 38s 3miniZs 56 s 42s 4min20s 46 s 4mings 54 s

Tempo de inicio da

5 P 4min33s 3mini2s 3minb4s
centrifugagao

Hemacias ST 5.350.000 5250000 5.400.000
Leucdeitos ST 9.850 12,650 9.050
Plaquetas ST 270,000 317.500 315.000
Hemacias PRF 0 0 0
Leucdcitos PRF 350 300 2.800
Plaquetas PRF 772500 710,000 417.500
Pesodo

concentrado com 5999 4449 11629

coagulo de sangue

Pesodo
concentrado final 0,887 g 05659 06387 g
[sem o coagulo)

Tamanho do
concentrado com 9uicm Exlcm 27s1em
coagulo de sangue

Tamanho do
concentrado final 25%1em  15z1em  15z1cm
[sem o coagulo)

3minS1s 4min20s 3min18s 4mings 3min2s

5.690.000 5240000 £.020.000 5470.000 4.960.000

£6.850 7.200 13.150 1.650 12.250
430,000 247500  3FF500 297500  217.500

40.000 10.000 70.000 10.000 0
0 600 0 2.800 200
1.015.000 545000 235000 685000 517500

64569 44649 62289 3197q  60%6g

06529 07289 0483g 07689  1174g

9ulem Sxlcm Sxlem Szicm 95x1cm
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Legenda: Os valores de hemacias, leucécitos e plaquetas se encontram na unidade de medida de
numero de células por microlitro. ST= sangue total.

FONTE: Autora (2023)

A TABELA 2 foi montada com base nos experimentos finais realizados para

esta pesquisa. Ela reune os resultados dos testes feitos com os quatro protocolos

selecionados (apresentados na TABELA 1), e com as mesmos dois voluntarios

(individuo A e individuo B) em cada um deles, como pode ser observado nas

colunas da TABELA 2. Ja em suas linhas, estdo todos os parametros que foram

analisados no estudo: volume de sangue coletado; tempo de garrote e tempo de

inicio da centrifugacao; contagens de plaquetas, hemacias e leucécitos no sangue

total e no PRF; e peso e tamanho do concentrado com e sem coagulo de sangue.
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3.2 VOLUME DE SANGUE COLETADO

O objetivo de todas as coletas de sangue era obter um volume padréao de 10
ml de sangue. No entanto, por dificuldades técnicas no momento da coleta, esse
valor nao foi alcangado em grande parte das tentativas. Desse modo, os testes se
seguiram mesmo que com um valor de sangue inferior a 10 ml.

Considerando que muitos dos valores de sangue coletados foram diferentes
entre si, foram realizados calculos de equiparag¢ao dos valores para as analises de
alguns resultados. Isto &, para que fosse possivel comparar corretamente os valores
de peso e de tamanho dos agregados formados, foi padronizado o valor de 6 ml de
sangue coletado. Entdo, em coletas superiores a 6 ml, esses valores foram
ajustados através de calculos de proporgéo, para que todos os resultados fossem
comparaveis entre si. No caso das contagens de células, isso ndo foi necessario,

visto que os resultados ja se apresentavam em unidades por microlitro.

3.3 TEMPO DE GARROTE E TEMPO DE CENTRIFUGAGAO

O tempo de garrote foi contado a partir do momento em que o garrote era
colocado no brago do voluntario, até o instante em que era retirado. Esse valor foi
considerado, na tentativa de avaliar se influenciaria os parametros finais do PRF
formado, devido a sua capacidade de gerar lise celular (Clinical and Laboratory
Standards Institute NCCLS, 2003).

Durante os testes, foram feitas coletas de sangue com liberagdo do garrote
em seguida ao inicio do fluxo de sangue na seringa de pungdo, como também com
liberagdo do garrote s6 ao fim da coleta. Podemos observar na TABELA 2, que,
mesmo quando o tempo de garrote foi longo (protocolos 1-B, 3-A, 4-A), os
parametros de células nao foram afetados de maneira notavel. Portanto, esse fator
parece nao ter exercido influéncia relevante sobre os resultados.

O tempo de centrifugacao foi cronometrado a partir do momento em que o
garrote foi colocado, até o inicio da centrifugacéo do produto. Essa medida foi feita
com o objetivo de avaliar a influéncia do tempo decorrido no PRF formado, visto que
sua centrifugacédo deve acontecer imediatamente apds a coleta do sangue (Dohan et
al., 2006a).
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Em relagdo aos dados deste estudo, o tempo de centrifugagdo néo parece
ter sido diferente o suficiente entre cada teste, a ponto de produzir alteragdes

perceptiveis no PRF formado.

3.4 HEMACIAS NO SANGUE TOTAL E NO PRF

A FIGURA 1 mostra a comparagdo entre os valores das contagens de
hemacias (na unidade de medida de concentracdo de hemacias/microlitro) no
sangue total e no PRF dos individuos A e B, em cada uma das metodologias
selecionadas previamente.

Também na FIGURA 1, pode se observar que, como esperado, a
concentracdo de hemacias foi menor no PRF, do que no sangue total. Entretanto,
houve uma breve variabilidade entre os individuos e os protocolos. O protocolo 3 foi
0 que gerou maior residuo de hemacias no PRF, para os dois individuos. A
manutengdo de um conteudo significativo de hemacias pode influenciar de maneira
significativa no estabelecimento do tampéao de fibrina, motivo pelo qual esperamos
padronizar um protocolo onde o conteudo de hemacias seja nulo ou muito proximo

de zero.

FIGURA 1 - CONCENTRAGAO DE HEMACIAS/MICROLITRO NO SANGUE TOTAL E NO PRF DOS
INDIVIDUOS A E B, EM CADA UM DOS PROTOCOLOS

Individuo A Individuo B
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Sangue total MPRF Sangue total M PRF

FONTE: Autora (2023)
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3.5 LEUCOCITOS NO SANGUE TOTAL E NO PRF

A FIGURA 2 apresenta os valores, comparativamente, das concentragdes de
leucdcitos por microlitro no sangue total e no PRF dos individuos A e B, em cada um
dos protocolos.

Na contagem de leucécitos do sangue total os valores se mantiveram dentro
dos padrées de normalidade, o que indica uma fidedignidade da contagem. A
variacao efetiva pode ser percebida de um individuo para outro, visto que A manteve
uma concentracdo de hemacias consideravel apés a centrifugagdo. Além disso, o
individuo B tem concentragcdo de hemacias no sangue total mais elevada do que o
A, e, mesmo assim, concentragdo significativamente menor no PRF se também

comparado ao A, chegando a ser nula em dois dos protocolos.

FIGURA 2 - CONCENTRAGAO DE LEUCOCITOS/MICROLITRO NO SANGUE TOTAL E NO PRF
DOS INDIVIDUOS A E B, EM CADA UM DOS PROTOCOLOS

Individuo A Individuo B
14000 12650 13150 12250
11650

12000
= 9850
= 10000 9050
3]
£ 8000 7200 6850
~
(72 .
S 6000
Q
0
S 4000 2800 2800
= 2000

350 600 900 200
0 0
0 — - | —_—
Protocolo1l Protocolo2 Protocolo3 Protocolo4 Protocolol Protocolo2 Protocolo3 Protocolo4
Sangue total M PRF B Sangue total M PRF

FONTE: Autora (2023)

3.6 PLAQUETAS NO SANGUE TOTAL E NO PRF

A FIGURA 3 mostra os resultados, em comparagao, da quantificacido das
plaquetas no sangue total e no PRF dos dois individuos e nas quatro metodologias.
E possivel observar que, em ambas as pessoas, os protocolos de centrifugacéo
concentraram significativamente as hemacias. A Unica exceg¢ao ocorreu com O

protocolo 3 para o individuo B, onde houve reducédo da concentragao.
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FIGURA 3 - CONCENTRAQAO DE PLAQUETAS/MICROLITRO NO SANGUE TOTAL E NO PRF
DOS INDIVIDUOS A E B, EM CADA UM DOS PROTOCOLOS

Individuo A Individuo B
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FONTE: Autora (2023)

3.7 PESO E TAMANHO DO CONCENTRADO COM E SEM O COAGULO DE
SANGUE

Apos a centrifugagdo, o PRF é obtido aderido a um coagulo sanguineo.
Entretanto, dados referentes aos coagulos n&do tém grande relevancia para este
estudo, visto que o interesse € a analise e caracterizagdo apenas do PRF. Desse
modo, a discussdo sera baseada nos valores de peso e tamanho referentes ao
concentrado final (sem o coagulo). Apdés o coagulo de sangue ser retirado, o PRF
era novamente pesado e medido. Todos os valores estdo dispostos na TABELA 2.

Para que fosse possivel comparar os resultados entre os dois individuos ou
entre as metodologias, foi necessario realizar uma equiparagao de valores. Para
isso, 0 peso e o tamanho de cada agregado foram ajustados ao correspondente a
uma coleta de sangue inicial de 6 ml. Assim, com todos os pesos e tamanhos
corretamente ajustados para um mesmo volume de sangue, os resultados puderam
ser comparados entre si.

As medidas do peso e da area do PRF formado estao dispostas na FIGURA
4, com os resultados gerados pelos quatro protocolos e em comparagéo entre os
dois individuos. Todos esses valores foram ajustados para um volume padrao de

coleta de sangue de 6 ml.
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FIGURA 4 - COMPARAGAO DE PESO E AREA DO PRF DOS INDIVIDUOS A E B EM CADA UM
DOS PROTOCOLOS

Peso PRF Area PRF
0,9 - 1,8 1,66 1,66
0,8 0,728 0,768 16 15 15 15
07 14 1,28 135
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mA mB A mB

Legenda: Todos os valores de peso e area foram equiparados para um valor padrao de coleta de
sangue de 6 ml, com fins de comparagéo.

FONTE: Autora (2023)

4 DISCUSSAO

Os concentrados de plaquetas, como PRP e o PRF, sdao amostras de
sangue autdélogo com concentragao plaquetaria ou fibrinosa mais elevada que a do
sangue normal. Os recentes estudos sobre esses materiais tém demonstrado sua
utilidade no tratamento de feridas de pele e lesbes osteomusculares, além de sua
aplicacdo em campos, como a odontologia e a oftalmologia (TAMBELLA et al.,
2018). Tais usos se devem ao potencial de as plaquetas influenciarem os
mecanismos de hemostasia, coagulagdo e cicatrizagdo, devido a presenga de
componentes importantes, como fatores de crescimento e citocinas, bem como a
acgao da fibrina na ativacao plaquetaria e hemostasia (BOSWELL et al., 2012).

Histologicamente, evidencia-se que o uso do PRF resulta em uma
capacidade de cicatrizagao acelerada nos tecidos 6sseos e moles, com aumento de
sua vascularizagao e recuperagdo menos dolorosa no poés-operatério (MIRANDA et
al., 2019). Além disso, o uso do PRF com ou sem combinacdo com outros
biomateriais parece ter varias vantagens e indicagdes na medicina e na odontologia,
por ser uma técnica minimamente invasiva, com baixos riscos e resultados clinicos
satisfatorios (BORIE et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016).
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No entanto, mesmo diante de tal relevancia terapéutica, trata-se de uma
metodologia relativamente recente, que ainda requer uma padronizagao que permita
uma melhor caracterizagdo dos componentes, tanto do PRP quanto do PRF.
Diversos séo os protocolos e técnicas disponiveis e relatados na literatura, mas a
maioria possui pontos discordantes entre si, que podem gerar variagdes em relagao
a concentracdo de plaquetas ou a presenga ou nao de leucécitos, por exemplo
(PEREZ et al., 2014).

Como pode ser notado na FIGURA 3, a concentragcédo de plaquetas no PRF
€ consideravelmente maior do que no sangue total (praticamente 2 vezes a
quantidade). Consonante a isto, um dos estudos de Dohan et. al. (2006b) analisou a
concentracao de citocinas plaquetarias no soro, plasma, PRF e PRP, e concluiu que
a concentracao da citocina IGF-I no exsudato do PRF também é praticamente o
dobro em relagédo a do soro e do plasma. Além disso, € interessante destacar que as
citocinas PDGF-BB e TGF beta-1, por sua vez, estavam aumentadas no soro € no
PRP, em relagdo ao PRF. Segundo o artigo, isso se justifica porque, no PRF, as
citocinas geradas pela ativacdo das plaquetas estdo presentes sim, mas se
encontram presas no interior da rede de fibrina, onde ficam até serem estimuladas
no momento ideal, como na remodelagcdo da matriz cicatricial. Por esse motivo,
também, que o PRF pode ser considerado mais eficiente para a proliferacao e
migragao celular (WU et al., 2012).

Choukroun e Ghanaati (2018) realizaram um estudo relacionando as
concentracdes de plaquetas e leucdécitos no PRF com a forgca de centrifugacéao (RCF
ou G). Seus resultados apontaram que a concentracdo de plaquetas e leucdcitos
aumentava conforme a RCF era reduzido, mantendo-se o tempo. Nesse estudo, os
resultados serdo analisados a partir da comparagao entre protocolos de mesmo
tempo, portanto, entre os protocolos 1 e 3 (10 minutos) e entre 2 e 4 (12 minutos) -
TABELA 1. Entre os protocolos 1 (400 G) e 3 (280 G), com a reducado da RCF, a
concentracdo de leucdcitos aumentou para a pessoa A, e diminuiu para B. Em
relacdo as plaquetas, com a reducdo da RCF, a concentragdo diminuiu
consideravelmente em ambos os individuos. Ja comparando os protocolos 2 (400 G)
e 4 (708 G), enquanto a RCF aumentou, a concentragéo de leucécitos se manteve
em A, e se elevou muito discretamente em B. Quanto as plaquetas, sua

concentragdo aumentou em A e reduziu em B, ambas de forma expressiva.
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Frente a esses dados, é possivel perceber que esta pesquisa nao refletiu os
resultados encontrados por Choukroun e Ghanaati (2018). Entretanto, existem
algumas diferencgas entre esses estudos. O primeiro ponto considerado foi se essas
diferencas poderiam ser justificadas pelos métodos de contagem utilizados, visto
que para este estudo foi feita contagem manual com camara de Neubauer, que
seriam mais subjetivas e sujeitas a erros, enquanto que as quantificagdes na
pesquisa citada foram automatizadas. Entretanto, segundo o trabalho de Messias et
al. (2009), os dois tipos de contagens nao apresentaram diferengas significativas na
quantificacdo de leucdcitos, além de que analisadores automatizados podem, por
exemplo, superestimar a concentragao de plaquetas em algumas situagdes, como
na plaquetopenia (KUNZ, 2001).

Ademais, a analise de Choukroun e Ghanaati partiu da comparagao de 3
protocolos, dobrando suas velocidades de centrifugacao: 600 rpm (44 G), 1200 rpm
(177 G) e 2400 rpm (710), todos por 8 minutos, em uma centrifuga de 110 mm. Além
do tempo de centrifugagdo diferente, esta presente pesquisa comparou os
protocolos de 400 G e 280 G que, na centrifuga utilizada (raio de 80 mm)
correspondem a 2113 rpm e 1768 rpm, respectivamente. Da mesma forma, os
protocolos 2 e 4 equivalem a 2113 rpm e 2811 rpm. Isto €, enquanto o estudo citado
compara velocidades em rpm 2 e 4 vezes maiores (ou RCF 4 e 16 vezes maiores,
aproximadamente), este compara velocidades consideravelmente préximas: as
velocidades em rpm n&o chegam a dobrar (nem mesmo a RCF). Outra situagéo
muito semelhante a essa, é referida por Kobayashi et al. (2016), quando relatam o
preparo de PRF padrao em 2700 rpm por 12 minutos, e PRF avancado (com mais
plaquetas e leucdcitos, e, consequentemente, fatores de crescimento), em 1500 rpm
por 14 minutos.

Mamajiwala et al. (2020) também avaliaram esse fator: nas velocidades de
centrifugacdo de 1400 rpm (228 G), 2800 rpm (912 G) e 3500 rpm (1425 G), a
concentracdo de plaquetas foi cada vez menor. Um dado a mais desse ultimo
estudo, foi que menores tempos de centrifugacéo (8 minutos em comparagédo com
14 minutos) também elevaram os niveis de plaquetas no PRF. Além disso,
Mamajiwala et al. (2020) associaram as plaquetas e leucécitos com a atividade
antimicrobiana do PRF, visto que esses trés parametros foram influenciados

positivamente pela redugédo do tempo ou da velocidade de centrifugacéo, implicando
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que a composicao do PRF pode ser ajustada conforme o resultado clinico que se
espera.

Tovar et al. (2021) apresentaram em sua pesquisa testes com trés diferentes
valores de forga de centrifugagéo para o preparo de L-PRF (plasma rico em fibrina e
leucdcitos): 200 G, 400 G e 600 G; todos por 12 minutos. Em relagdo aos agregados
obtidos, seus pesos cresceram com o aumento da RCF. Isso esta de acordo com o
presente estudo, visto que o protocolo 4, de maior RCF, produziu os agregados de
maior peso, visivelmente, para os dois individuos (FIGURA 4). No entanto, um dos
valores ficou fora do padrao: o protocolo 3, de menor RCF, produziu a membrana de
menor peso para o individuo B; mas, por outro lado, gerou o agregado com o
segundo maior peso, para o paciente A, o que foge ao padrdo. Possivelmente, essa
situagao se explique por algum erro técnico ou fator relacionado ao individuo A.

Para Dohan, Rasmusson e Albrektsson (2009), a concentracédo de plaquetas
e leucdcitos tem grande importancia clinica, visto que ambos parecem ter seus
efeitos somados a favor do sistema imunoldgico. Por essa razdo, é importante que a
quantidade dessas células seja um dos critérios avaliados na decisdo de qual
protocolo sera seguido em determinada situagdo. Eles apresentam uma
classificagdo dos concentrados de plaquetas, voltada para trés parametros: A -
Fatores relativos as centrifugas e kits (tamanho, tempo de processamento, custo e
ergonomia); B - Fatores relativos as plaquetas e leucécitos (volume do agregado,
eficiéncia de concentracdo das plaquetas e leucdcitos, e seu estado final); C -
Fatores relativos a rede de fibrina (densidade e tipo de polimerizagao da fibrina).

Considerando que, para este presente trabalho, os fatores do tipo A foram
todos os mesmos, e que nao foi possivel a avaliagdo da rede de fibrina (fatores C),
resta o grupo B de parametros para analisar os concentrados plaquetarios formados.
Dentro dos parametros B, o volume praticamente nao se altera nessa classificacao,
nem o estado das células. Por fim, entdo, com base na eficiéncia de concentragao
das plaquetas e leucécitos, temos, em ordem de classificagcdo quanto a eficiéncia
média de concentragcdao de plaquetas, protocolos 3 < 2 < 4 < 1; e, quanto a
leucocitos, protocolos 3<1<4<2.

Nesse sentido, percebemos que o protocolo 3 parece ser o menos eficiente.
Quanto aos dados restantes, ficam duvidas; mas podemos perceber, também, que a
metodologia 2 gerou um PRF sem leucdcitos para o paciente B, além de n&o ser tao

efetiva na concentragcdo de plaquetas, constatacbes que poderiam favorecer os
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protocolos 1 e 4 como mais efetivos. Finalmente, é sabido que, para tirar
conclusdes, de fato, seria necessario que os protocolos fossem testados em um
numero maior de pessoas, entretanto, essa pesquisa por si so reflete que existe,
sim, variabilidade quanto aos componentes e morfologia de cada um dos

concentrados produzidos, seja com diferengas de metodologias, ou de doadores.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Dentre os parametros avaliados, tempo de garrote, tempo até o inicio da
centrifugacéo e peso e tamanho do coagulo de sangue aderido ao PRF parecem
nao ter interferido de maneira significativa nas caracteristicas dos agregados. Ja as
contagens de hemacias, leucdcitos e plaquetas no sangue total e no PRF, além do
peso e tamanho do concentrado final, tiveram maior variabilidade.

Os resultados da avaliacdo de peso, area e contagem de células dos
agregados formados ndo apontaram para a superioridade absoluta de nenhuma
dessas metodologias, mas a maioria desses fatores age em desvantagem ao
protocolo 3. Ademais, alguns parametros também sugerem uma possivel
prevaléncia dos protocolos 1 e 4 sobre o 2. O mais notavel, no entanto, & que parece
haver uma interferéncia significativa do estado individual de cada pessoa nas
caracteristicas de composigao e morfologia do produto final.

Portanto, € necessario que esse estudo prossiga, incluindo um crescente
numero de individuos, para que os resultados sejam mais significativos
estatisticamente. Além disso, futuramente pretendemos também correlacionar a
morfologia e os componentes desses concentrados celulares com os dados
epidemioldgicos dos doadores, a partir da coleta de informagdes sobre o estado de
saude e os habitos de vida dessas pessoas. Assim, esperamos que seja possivel
compreender melhor as interferéncias proprias de cada individuo nas caracteristicas

finais dos concentrados plaquetarios.
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