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PREFACIO

Em 1985, aos 10 anos de idade eu fui atendido em um servigo odontoloégico na
minha cidade, Ceilandia, e fiquei impressionado com a limpeza do ambiente, a
vestimenta, o sapato branco brilhante do dentista e a eficiéncia no atendimento. Foi
assim que me interessei em ter a odontologia como minha profissdo. Em 1994, recém
terminado o ensino meédio ingressei na Universidade de Brasilia para cursar
bacharelado em estatistica. A minha intengao era tentar uma transferéncia, mas isto
nao ocorreu e em 1995 eu decidi fazer o que a maioria dos jovens da minha geragao
faziam, estudar para passar em um concurso publico. Passei em 28° lugar no concurso
da Policia Civil para o cargo de auxiliar de necropsia e deixei de lado o “sonho” de ser
dentista. Com o novo trabalho fui estudar biologia como uma construg&o para a pericia
criminal. No ano de 1998 cursando ciéncias bioldgicas um novo emprego de técnico de
anatomia humana no Hospital Sarah do Aparelho Locomotor me afastou das ciéncias
forenses e um novo caminho se cientifico se abria sem que eu percebesse. Entretanto
neste mesmo ano fui acometido de um grave processo alérgico que me levou a uma
readaptacéao funcional no Laboratoério de Patologia Clinica, onde o primeiro treinamento
recebido foi em venopungao e separagao do soro sanguineo por centrifugacdo. O soro
€ a fragdo liquida residual do sangue expulso do coagulo por um mecanismo de
retracdo apos a coagulagcdo completa. No segundo dia de trabalho, logo cedo, ao
realizar o primeiro ciclo de centrifugacdo notei que alguns tubos de sangue
apresentaram uma estrutura sélida na por¢ao sobrenadante ao invés do liquido citrino
e cristalino esperado. Eu havia cometido o erro metodolégico de ter centrifugado o
sangue desrespeitando o tempo da retragdo do coagulo. Em virtude disto fui advertido
e orientado a estudar a fisiologia da coagulagéo para evitar isto. Este fato, ocorrido em
dezembro de 1998 marcou o meu primeiro encontro com uma matriz de fibrina humana
isenta de eritrocitos que eu ndo supunha tornar-se uma acertada e promissora linha de
pesquisa cientifica anos depois. Permaneci neste setor laboratorial por mais dois anos,
quando entédo fui transferido para o Laboratério de Bioquimica Analitica, certamente a
maior escola da minha vida! Neste laboratorio eu tive a enriquecedora vivéncia
profissional com o Dr. Marcelo Buzzi, que de chefe tornou-se um grande amigo e meu
orientador de mestrado na linha de analises lipidicas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GCMS). Dali eu sai apenas em 2004 apos a
conclusao do mestrado em bioquimica nutricional na Universidade de Brasilia. Neste
mesmo ano iniciei uma nova jornada profissional como docente no ensino superior
lecionando fisiologia e anatomia humana compondo o corpo docente do curso de
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nutricdo juntamente com colegas especiais como a Prof? Dr? Selma Kuckelhaus, o Prof
Dr. José Roberto Godoy e o Prof Dr. José Roberto Leite, na Faculdade JK em
Taguatinga-DF. Motivado pela recente obtengdo do grau de mestre, o préximo passo
seria um doutoramento em uma linha de pesquisa afim. Sob orientagdo da Prof? Dr?
Egle Machado de Almeida Siqueira do Instituto de Biologia iniciamos um projeto de
pesquisa sobre a ferroterapia e o estresse oxidativo em pacientes renais crénicos em
agosto de 2004 com a intencédo de ingressar formalmente no programa de biologia
molecular do Instituto de Biologia com aluno de doutorado. Em meados de 2005, a
ponto a formalizar o ingresso, recebi um convite para lecionar anatomia em uma
faculdade particular denominada UNIPLAC (Unido Educacional do Planalto Central).
Esta faculdade, anteriormente chamava-se FOPLAC (Faculdade de Odontologia do
Planalto Central). Que grata surpresa! Eu acabara de me tornar um professor de area
basica da odontologia. No ato da minha contratagao fui confrontado pelo entdo fundador
da instituigao, o Dr. Apparecido dos Santos (in memorian), a realizar o meu “sonho” de
ser dentista. Fiquei muito reflexivo com a sua provocagédo e apds compartilhar com
minha esposa decidimos postergar o doutoramento e cursar juntos a graduagdo em
odontologia. Nesta nova empreitada académica tive esta companhia valorosa da minha
amada companheira da vida conjugal que se tornou colega de turma e dupla de
atividades praticas na clinica integrada, a minha esposa Simone Oliveira. Ter cursado
a odontologia ao lado dela foi um presente divino para ambos. Muitas noites mal
dormidas, distancias percorridas, desafios técnicos, académicos e trés filhos pequenos
para cuidar, amar e educar nos fortaleceram na nossa caminhada e assim colamos
grau em setembro de 2009. Novos desafios vieram, montar consultério, conquistar
pacientes e cursar uma especialidade foram alguns deles. Na escolha da minha pos-
graduagdo lato sensu em odontologia optei pela implantodontia por ser uma das
principais demandas no nosso consultorio e em 2011 ingressei na especializagdo. Eu
estava muito feliz, motivado e vivendo intensamente esta nova fase profissional, mas a
pesquisa deixada outrora me incomodava e eu queria encontrar algo que me fizesse
voltar a instrumentacao analitica. No final da especializagao tive contato com uma nova
ciéncia ligada a medicina regenerativa que despertara a atengéo da classe odontologica
mundial, especialmente as areas cirurgicas. Em meados de 2013 ouvi falar pela
primeira vez sobre o emprego terapéutico de uma matriz bioldégica sanguinea
denominada L-PRF (Leukocyte Platelet-Rich Fibrin) durante uma aula onde foi-me
apresentada como uma “membrana” capaz de melhorar respostas nos enxertos
osseos. Contudo, tratava-se de uma técnica promissora mas pouco acessivel devido

aos poucos profissionais credenciados, as especificidades técnicas e custo financeiro
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relativamente alto do equipamento utilizado para a centrifugagdo do sangue. Ainda
durante a aula fiz uma retrospectiva de 15 anos sobre a experiéncia da retragdo do
coagulo que me deixou em estado de exaltacdo. Ao final da apresentacdo eu
inquietamente disse na sala em alta voz: - Professor, isto é fibrina, o produto final da
coagulagao! E uma matriz sanguinea isenta de hemaécias e a centrifuga servira apenas
para promover esta separagao, o segredo nao esta na maquina! Nao consigo equalizar
em palavras o olhar reprovador do ministrador, mas percebi que havia provocado uma
quebra de paradigma sobre este tema. Na aula houve uma defesa vigorosa sobre os
principios do protocolo de obteng&do onde o uso exclusivo de um modelo centrifuga era
imperativo com principal fundamento do método. Isto despertou-me a atencéo e passei
a fazer uma intensa busca sobre o tema. Em poucos meses eu ja havia desenhado um
projeto de pesquisa para investigar o efeito de diferentes tipos de centrifuga e
parametros de centrifugagéo sobre as principais caracteristicas bioldgicas desta matriz
sanguinea e passei a referi-la como Fibrina Leucoplaquetaria Autdloga como um
artificio didatico definidor e autoexplicativo sobre a sua natureza bioldgica, origem e
indicagao restrita de emprego terapéutico. Incentivado pelos meus professores da
especializagdo comecei a ministrar cursos de imersao e capacitagao sobre este tema.
Em novembro de 2013 fiz uma postagem em um grupo profissional da odontologia no
Facebook falando um pouco sobre o meu trabalho, minha pesquisa e a possibilidade
de obtencdo da matriz de L-PRF utilizando diferentes modelos de centrifugas desde
que fossem respeitados os pardmetros de centrifugacédo. O meu propasito foi promover
a acessibilidade da metodologia. Essa postagem chamou a aten¢do de muitas pessoas,
agradou a muitos pelo carater esclarecedor e desagradou a alguns por divergéncias
conceituais e interesses pessoais. Assim vieram algumas criticas, por vezes afrontosas
e provocativas sobre validagao e comprovacgao cientifica daquilo que eu falava. Sempre
tive o fundamento na ciéncia basica, isto me levou ao ingresso no doutorado em
ciéncias médicas no ano de 2015, onde foquei na aquisicdo de conhecimento em
técnicas instrumentais de microscopia e citometria para a realizagado dos experimentos.
Os capitulos que integram esta tese de doutoramento trazem mais que comparagdes
protocolares, eles descrevem de modo aprofundado os efeitos de variagdes
metodologicas que servem com fundamentos para o desenvolvimento de novos
meétodos para indicagdes clinicas especificas. Isto esta representado no titulo deste
trabalho, “CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E BIOQUIMICA DA FIBRINA
LEUCOPLAQUETARIA AUTOLOGA. PERSPECTIVAS NA APLICACAO CLINICA.”
Dentre os varios desdobramentos do meu estudo com a matriz de fibrina

leucoplaquetaria autdloga, seguem quatro deles que considero de grande relevancia:
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1) a regulamentacdo da atuacgéo profissional da odontologia; 2) a provocagédo quanto
ao amadurecimento cientifico na graduacdo de medicina; 3) a ressignificacdo da
atuagcdo na odontologia para centenas de dentistas; 4) a implicagdo na relacéo

comercial licita e transparente.

“Era fevereiro de 2015. A odontologia lutava pelo reconhecimento do uso ndo-
transfusional do sangue autélogo em sua pratica clinica. Muitas questées técnicas e
legais estavam sendo levantadas, quando um amigo comum, Marco Antonio Pontual,
fez a ponte entre mim e Leonel. Conheci o Prof Leonel Aves de Oliveira pessoalmente
na véspera de uma reunido decisiva na sede do Conselho Federal de Odontologia em
Brasilia junto com representantes do Ministério da Saude e da Anvisa. Nesta reuni&o o
Prof Leonel apresentou a fundamentacédo para a aplicagcéo clinica da fibrina e pode
auxiliar substancialmente no entendimento da legitimidade de tal pratica no ambito da
Odontologia. A reunido terminou com detalhes exaustivamente debatidos e um
rascunho de resolugéo definido, porém, desde entdo, sdo incontaveis os momentos de
discusséo técnica, compartilhamento de informagéo e de inspiragdo mutua. Sou muito
grata de ter encontrado este amigo de caminhada que além de ter um conhecimento
cientifico como poucos no estudo do uso do sangue, também nos brinda com imensa
sabedoria, didatica impecavel e disposi¢cdo para ajudar. Nao tenho duvida que o fruto
de sua tese tera desdobramentos que vao muito além da Odontologia, mas seréo de
grande utilidade em todas as areas da medicina pois o sangue autélogo ndo tem outro
dono sen&o o PACIENTE.”

Dr* Moira Leéao
Assessora Técnica do Conselho Federal de Odontologia
Resolugao 158/2015 - CFO

“Steve Jobs uma vez disse que “os pontos s6 se conectam em retrospecto”. Se eu
pudesse definir o significado da fibrina leucoplaquetaria autdloga na minha vida, ela
sem duvidas representaria o tragado que conecta os pontos, como na construgdo de
um grafico num plano cartesiano ou ainda como uma matriz de colageno que possibilita
dentre outras coisas, que haja coesdo celular (matriz esta que a fibrina mimetiza).
Quando muito pequeno, tinha o sonho de ser cientista. Perdi minha avo aos 17 anos e
por té-la acompanhado em seus percalgos do fim de vida, me surgiu um estranho
interesse por lesées cutaneas crénicas. Ao final do ensino médio, entrei na tdo almejada
faculdade de medicina. Comemorei, iniciei uma nova jornada, reprovei, chorei, me
frustrei. Mas se néo tivesse vivido momentos dificeis, apenas os apraziveis, ndo teria

entrado em contato com o professor Leonel e com a fibrina. A fibrina desempenha na
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minha vida, assim como age in vivo, um papel de agente indutor de reparagdo. Hoje ela
faz com que muitos dos acontecimentos passados que vivi fagam sentido, e me
estimula diariamente a continuar pelo vislumbre das perspectivas e possibilidades de

(174

seu uso no futuro. No mesmo discurso que citei acima, Steve Jobs diz que “é necessario
que se confie que os pontos estarao ligados no futuro, é necessario confiar em algo.”
Termino este texto com muita gratiddo pelas pessoas e oportunidades que tenho em
minha vida. E acrescento que a fé é a manifestagcdo da melhor forma de confiar. Sigo
vivenciando os pontos, confiando que cada um deles tém seu proposito.”

David Nunes
7° periodo de Medicina — UNB
Projeto de Pesquisa em Estomaterapia -HUB

“Iniciei meu aprendizado na utilizagdo de agregados leucoplaquetarios em
diversos procedimentos clinicos em 2015, onde patrticipei de diversos cursos , e nesta
Jornada, em busca de proporcionar aos meus pacientes uma condicdo melhor de reparo
tecidual , com previsibilidade de 6timos resultados e com baixa morbidade, conheci
varios protocolos de obtencédo, e dentre eles, me identifiquei com o Protocolo Fibrin,
onde pude enriquecer meus conhecimentos com muita base cientifica, e de forma tnica
e patognomdnica humanizada! Na minha carreira como cirurgido dentista, sem duvida
foi o melhor aperfeicoamento que fiz ao longo dos meus 30 anos de formado! Sou muito
grato aos meus Mestres, por me tornarem um profissional melhor e em especial, ao

Professor Leonel Oliveira que a cada dia me surpreende com sua sabedoria e carater!”

Dr. Marcelo Gaspar
Cirurgido Dentista — Sdo Paulo — SP
Fibrin Workshop

“Ha pouco mais de 4 anos, gracas a Deus acompanhei todo projeto desenvolvido
pelo Professor Leonel Oliveira, com muito trabalho, conhecimento e cientificidade.
Estive presente em muitos cursos onde adquiri experiéncia com a técnica da LPRF na
odontologia. Estar ao lado da ciéncia, e com a verdade, € o melhor caminho para o
sucesso pessoal, e gracas a Deus eu posso dizer que fui premiado por estar neste

caminho que tem um grande reflexo sobre a provisdo para a minha familia.

Mateus de Carvalho Bento
Representante Comercial — Montsserrat Import & Export
FibrinFuge®
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RESUMO

Os concentrados sanguineos (CS), tanto a forma liquida anticoagulada de plasma
rico em plaquetas (PRP) como a forma polimérica de fibrina rica em plaquetas
(PRF) sao preparagdes terapéuticas autdlogas nao-transfusionais com
propriedades bioldgicas aplicaveis na regeneragao tecidual. Esses CS diferem na
forma de preparo, na arquitetura da rede de fibrina, na liberagado dos fatores de
crescimento e no conteudo de plaquetas e células. Considerando que as
alteracdes metodoldgicas podem resultar em matrizes distintas e possiveis
comprometimentos de sua eficacia clinica, este trabalho avaliou a influéncia de
variagdes na forga g, tempo de rotagc&o, angulo do rotor e tipos de tubos sobre o
conteudo celular, organizacdo morfoldgica, tempo de fibrindlise e liberacdo do
vascular endotelial growth fator (VEGF) em matrizes sanguineas experimentais.
Amostras de sangue humano foram utilizadas para obter matrizes experimentais
de PRF e plasma sanguineo em trés modelos de centrifugas com distintos rotores
de angulo 80-2B (45°), EBA200 (33°) e FibrinFuge25 (25°); trés forgas g (200, 400
e 800 por 10 minutos); trés tipos de tubos (tubos de plasma EDTA, vidro puro e
plastico com SiO2). A contagem de células e plaquetas foi realizada por citometria
de fluxo, utilizando um contador hematolégico automatico; As analises
morfolégicas dos espécimes experimentais de PRF foram realizadas por
macroscopia (MA), microscopia Optica (LM), microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microscopia eletrbnica de transmissédo (TEM). A analise de VEGF foi
realizada por Cytometric Bead Array (CBA), um imunoensaio quantitativo. Os
resultados da contagem de plaquetas em amostras experimentais de plasma
mostraram que as maiores concentragdes na fragado sobrenadante foram obtidas
com 200 x g e com forgas de 400 a 800 x g somente na zona de buffy coat. A
analise macroscoépica das matrizes de PRF apresentou membranas maiores e
aumento da area de buffy coat com a utilizagdo do angulo reduzido. A analise por
microscopia de luz apresentou um conteudo mais dispersivo de plaquetas no
corpo das matrizes com a redug&o do angulo do rotor combinado a baixa forga de
g, bem como diferengas no aumento das concentragbes de plaquetas no buffy
coat (800 xg) e no corpo da matriz (200 xg). A analise por microscopia eletronica
de varredura reafirmou os achados da microscopia Optica a partir de cortes
transversais do coagulo de PRF. Os aumentos de 20 a 40.000x esclareceram a
ultraestrutura tridimensional da matriz de PRF, durante a fibrindlise, permitiu a
visualizagao de fragmentos de 6xido de silicio utilizados como ativador de coagulo
em tubos de plastico e a presenca de eritrécitos poliédricos na porgéo terminal da
PRF. As maiores concentra¢des de VEGF foram observadas nas matrizes obtidas
em tubos de vidro submetidos as menores faixas de forga g. Os resultados desse
estudo elucidaram a estrutura da matriz de fibrina, a dispersao dos elementos
figurados do sangue ao longo da matriz e a variagdo morfolégica sofrida pela
fibrina durante o processo de fibrindlise, e no conjunto, esses resultados
contribuirdo para o entendimento dos efeitos dos diferentes para@metros na forma
e nos elementos que compdem a matriz de PRF.

Palavras-Chave: fibrina, centrifugacdo, forca g, fatores de crescimento,
ultraestrutura
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ABSTRACT

Blood Concentrates (BC) such as Platelet Rich Plasma (PRP) liquid
anticoagulated form and Platelet Rich Fibrin (PRF) polymeric form are autologous
non-transfusional therapeutical preparations with biological properties applied to
tissue regeneration. These BC differ in the way of preparation in fibrin network
architecture, growth factors release as well in platelet/cells content. Although,
methodological changes can result in distinct matrix that can compromise their
clinical effectiveness. This work evaluated the influence of variations in g force,
spin time, rotor angle and tubes type in platelet/cells content, morphological
organization, time of fibrinolysis, vascular endothelial growth factor (VEGF)
release, in experimental blood matrices. Blood samples were used to obtain
experimental PRF matrices and blood plasma in three centrifuges models with
distinct rotors angle 80-2B (45°), EBA200 (33°) and FibrinFuge25 (25°); three g
forces (200, 400, and 800 during 10 minutes); three tubes type (EDTA plasma
tubes, pure glass and plastic with SiO2). Cell and platelets count were flow
cytometry performed using an automatic hematology counter; to morphologic
analysis of PRF experimental specimens were performed by macroscopic (MA),
light microscopy (LM), scanning electron microscopy (SEM) and transmission
electron microscopy (TEM). For VEGF release a quantitative immunoassay by
Cytometric Bead Array (CBA). The platelets count in experimental plasma
specimens showed highest concentrations of platelets in supernatant fraction
with 200 xg and with 400-800 xg ratio only in buffy coat zone. Macroscopic
analysis of PRF matrices showed larger membranes and increase in buffy coat
area with reduced angle. LM analysis show more dispersive platelet content with
rotor angle reduction and low g force combination in matrices body, as well
differences in increase platelet concentrations in buffy coat (800g) and matrix
body (200g). SEM analysis reaffirmed the last findings in MO with cross sectional
of PRF clot and with increases of 20 to 40,000x enlighten many particularities
about the 3D structure of the PRF matrix, fibrinolysis, contamination with
fragments of silicon oxide used as a clot activator in plastic tubes and presence
of polyhedral erythrocytes in terminal portion of PRF. The results of this study
elucidated the structure of the fibrin matrix, the dispersion of the cells and
platelets throughout the matrix and the morphological variation suffered by fibrin
during the fibrinolysis process, and as a whole, these results will contribute to
understand the effects of different parameters in the morphology and
components of the PRF matrix.

Key-words: fibrin, centrifugation, g — force, growth factors, ultrastructure

21



Introdugao Geral

O uso terapéutico dos concentrados sanguineos autdlogos,
especialmente o plasma rico em plaquetas (PRP) e a fibrina rica em plaquetas e
leucocitos (LPRF) fez surgir varias e distintas metodologias de centrifugagéo
como fundamento para sua obtengdo a partir da separagao seletiva dos
elementos sanguineos em um determinado volume. Essa matriz bioldgica foi
caracterizada como um tecido de natureza temporaria e substitutiva com
aplicacdes terapéuticas exclusivamente autélogas. Portanto, trata-se de fato de
uma matriz de fibrina leucoplaquetaria autdloga isenta de eritrocitos produzidas

a partir do sangue humano.

Alteragdes protocolares na obtencdo desta matriz tém sido frequente na
literatura. Conceitos como a utilizagdo de diferentes tubos para colecao
sanguinea a vacuo, variagdes de velocidades durante o ciclo de centrifugagéo,
reducdo da forga centrifuga relativa (FCR), desidratagdo, liofilizacdo das
matrizes e até mesmo variagdes de tipos de centrifugas sdo apresentados como
propostas metodolégicas com a intengdo de melhorar suas caracteristicas
biolégicas e consequentemente potenciais respostas clinicas no prognostico

terapéutico.

O presente estudo € uma tese de doutorado e constitui-se em um
compilado experimental onde foram observados os efeitos de variagdes
paramétricas diversas sobre a constituicdo da matriz de fibrina leucoplaquetaria
autdloga. Neste trabalho constam experimentos sobre o funcionamento

operacional de diferentes modelos de centrifugas, o efeito de diferentes forcas
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de centrifugagao sobre a concentragao celular e plaquetaria na matriz, seu grau
de fibrindlise in vitro, sua organizagao estrutural e ultraestrutural e a cinética na
liberagcdo do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). A abordagem
experimental deste trabalho converge ao seu proprio titulo: Caracterizagéo
Morfologica e Bioquimica da Fibrina Leucoplaquetaria Autdloga.

Os resultados desse estudo elucidaram a estrutura da matriz de fibrina, a
dispersédo dos elementos figurados do sangue ao longo da matriz e a variagéo
morfoldgica sofrida pela fibrina durante o processo de fibrindlise, e no conjunto,
esses resultados contribuirdo para o entendimento dos efeitos dos diferentes

parametros na forma e nos elementos que compdem a matriz de LPRF.
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Capitulo 1
Avaliagado Funcional das Centrifugas

VIBRAGAO, VARIAGAO TERMICA E NIiVEL DE RUIDO EM TRES
MODELOS DE CENTRIFUGAS DE BANCADA UTILIZADAS
PARA OBTENGAO DE ESPECIMES DE FIBRINA

LEUCOPLAQUETARIA AUTOLOGA.
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RESUMO

A centrifugacdo é uma metodologia capaz de proporcionar a estratificacao
seletiva de elementos de diferentes densidades corpusculares presentes em um
mesmo meio fluido muito comum nos laboratérios de analises clinicas e unidades
de pesquisa para separagdo do sangue humano. Com o advento dos
concentrados sanguineos (CS), preparagbes terapéuticas autdlogas nao-
transfusionais com propriedades bioldgicas aplicaveis na regeneragao tecidual,
houve um grande interesse acerca do emprego clinico desta metodologia no
ambito da medicina regenerativa. Os CS sao obtidos por centrifugagao, onde as
caracteristicas operacionais das centrifugas podem influenciar na arquitetura
ultra estrutural da matriz de fibrina destes CS, na composi¢cao celular e
consequentemente sobre o efeito clinico esperado. Considerando que variagdes
metodologicas indiscriminadas podem comprometer a eficacia clinica dos
concentrados sanguineos, este trabalho foi dedicado a verificagdo do
comportamento funcional de vibracdo, variagdo térmica e nivel de ruido de trés
modelos de centrifugas com distintos rotores de angulo fixo: a. 80-2B (45°),
EBA200 (33°) e FibrinFuge25 (25°), em distintas condi¢cdes parametrizadas de
forga g (200, 400 e 800 x g) e tempo de centrifugagéo (5, 10 e 15 minutos). As
trés centrifugas apresentaram os padrdes funcionais pretendidos dentro dos
parametros preconizados para o meétodo. As centrifugas EBA200 e FF25
apresentaram caracteristicas funcionais muito préximas. Foram observados
baixo nivel de vibragdo e estabilidade térmica em ambas. A FF25, projetada
exclusivamente para a obtencdo dos CS, apresentou maior facilidade
operacional pela disponibilidade de reprodugédo de programacgdes protocolares
em funcdo da forga g e criacdo de rampas de aceleragao e desaceleragéo para
reducdo de impactos sobre o conteudo centrifugado. A centrifuga 80-2B
apresentou o maior nivel de vibracdo, bem como a maior variacdo térmica
observada. Entretanto, o nivel de aquecimento sofrido na sua camara de
centrifugagdo ndo influenciou o comportamento natural de resfriamento do
sangue durante os diferentes ciclos observados em todas as analises.
Neste conjunto de experimentos foram avaliadas trés maquinas com distintos
niveis de qualidade técnica e precificacdo de mercado e todas apresentaram
caracteristicas funcionais adequadas a obtencdo dos CS. O desenvolvimento
ético e responsavel dessa ciéncia deve promover a fundamentacao cientifica,
tanto metodoldgica quanto clinica, de modo que seja reprodutivel e torne-se
acessivel as diversas areas da saude.

Palavras-Chave: centrifuga, centrifugacéo, forca g, vibragdo, variagao térmica.
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ABSTRACT

The centrifugation can provide a selective stratification of blood elements. With
the advent of blood concentrates (BC), autologous non-transfusion therapeutic
preparations with biological properties applicable to tissue regeneration, there
was great interest in the clinical use of this methodology in the field of
regenerative medicine. The operational characteristics of the centrifuges can
influence the ultrastructural architecture of the fibrin matrix of these BC, the cell
composition, and consequently, the expected clinical effect. Considering those
methodological variations can compromise the clinical effectiveness of BC, aimed
at the verification of the functional behavior of vibration, thermal variation, and
noise level of three models of centrifuges with different fixed-angle rotors: a. 80-
2B (45°), EBA200 (33°) and FibrinFuge25 (25°), in different parameterized
conditions of g force (200, 400 and 800 x g) and centrifugation time (5, 10 and 15
minutes). The three centrifuges presented the intended functional standards
within the parameters recommended for the method. The EBA200 and FF25
centrifuges had very similar functional characteristics. Low vibration and thermal
stability were observed in both. The FF25, designed exclusively for obtaining the
BC, presented greater operational ease due to the availability of reproduction of
protocol programs according to the g-force and the creation of acceleration and
deceleration ramps to reduce impacts on the centrifuged content. The 80-2B
centrifuge showed the highest level of vibration, as well as the highest thermal
variation observed. However, the level of heating experienced in your centrifuge
chamber did not influence the natural blood cooling behavior during the different
cycles observed in all analyzes. In this set of experiments, three machines with
different levels of technical quality and market pricing were evaluated, and all of
them presented functional characteristics suitable for obtaining BC. The ethical
and responsible development of this science must promote a scientific basis, both
methodological and clinical, so that it is reproducible and becomes accessible to
different areas of health.

Key-words: centrifuge, centrifugation, g-force, vibration, thermal variation.
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1. Introducao

O entendimento do uso terapéutico de um concentrado sanguineo que
agregasse plaquetas, leucécitos e fatores de crescimento em concentragdes
suprafisioldgicas fez surgir varias e distintas metodologias de centrifugagéo
como fundamento para sua obtencdo a partir da concentragdo seletiva dos
elementos sanguineos em um determinado volume'3. Essa matriz biolégica foi
denominada, por proposi¢cao convencional, como fibrina rica em plaquetas e
leucécitos (LPRF), onde foi caracterizada como um produto biolégico autélogo
para fins terapéuticos exclusivamente autologos. Portanto, trata-se de fato de
uma matriz de fibrina leucoplaquetaria autdloga, conforme descrito por Oliveira

et al. 2018%.

Alteragcbes protocolares na obtengdo da matriz LPRF tém sido
frequentemente sugeridas na literatura®®. Conceitos como a utilizagdo de
diferentes tubos para colegdo sanguinea a vacuo'®'', variagbes de velocidades
durante um unico ciclo de centrifugagdo'?, redugdo da forga centrifuga relativa
(FCR)'3, desidratacéo, liofilizagdo das matrizes® e até mesmo variagdes de tipos
de centrifugas''S sdo apresentados em propostas metodoldgicas com a
intencdo de melhorar suas caracteristicas bioldgicas e consequentemente

potenciais respostas clinicas no progndstico terapéutico.

Neste particular, alteragbes paramétricas como tipos e angulacdes de
rotores, niveis de vibracdo em funcionamento, variagdes térmicas durante o ciclo
de centrifugacdo e até niveis de ruidos podem exercer influéncias sobre as
caracteristicas morfologicas e bioquimicas da matriz de LPRF®'® por causar
diferentes graus de impacto na mobilidade e condicionamento celular no volume

27



sanguineo contido no interior dos tubos'’. Deste modo, avaliar as caracteristicas
funcionais de diferentes modelos de centrifugas de bancada podera prover
informacgdes para a validacao de futuros métodos para obtengao desta matriz de

fibrina.

Centrifugas sdo equipamentos comumente destinados ao fracionamento
de solugdes diversas para fins diagndsticos e de pesquisa’®. As centrifugas
utilizadas para tais finalidades sdo classificadas como in vitro device (IVD)'°. Na
ciéncia hematoldgica transfusional, na obtencdo de hemoderivados — fragdes
sanguineas reinseridas terapeuticamente na circulagdo sanguinea — séo
utilizadas centrifugas especiais com controle de aceleracdo e forgas aplicadas.

Estas possuem classificagdo sanitaria como medical device (MD)*®.

Desde que surgiram os agregados sanguineos nao-transfusionais,
inicialmente empregados terapeuticamente no ambito da cirurgia odontologica'®,
a centrifuga passou a ser um equipamento de especial interesse para a obtencgéo
do plasma rico em plaquetas (PRP)® que representa a 12 geragdo e
posteriormente da LPRF?' classificada como a 22 geragdo dos concentrados

plaquetarios?.

Desde os pioneiros destas metodologias houve uma preocupagao
especial com a qualidade dos equipamentos destinados para este fim3°.
Especialmente referente a estabilidade térmica e aos niveis de vibragéo
exercidos por eles'*'%. Variagbes significativas de tais caracteristicas poderiam
diminuir sua potencialidade bioldgica pela redugao do conteudo leucoplaquetario
e consequentemente de fatores de crescimento (FC)'®. Definiu-se, conforme

consenso internacional®® que a matriz de LPRF deveria apresentar
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concentragbes suprafisiolégicas de plaquetas, rede densa de fibrina rica em
jungdes fibrilares do tipo equilaterais®*, contetdo leucoplaquetario com
integridade morfologica e liberagdo lenta e crescente do conteudo de FC e
citocinas?>?’. Estas caracteristicas fundamentais tornaram-se parametros
comparativos entre os principais métodos e seus respectivos produtos
gerados®?82°, que apesar da grande diversidade de nomenclatura relacionadas
a propriedade comercial e intelectual, representam a mesma matriz autéloga de

fibrina rica em plaquetas para fins terapéuticos exclusivamente autélogos*®.

Dohan et al. 2017'%, avaliaram o impacto da centrifugagdo sobre a
organizagao morfolégica da matriz de fibrina, bem como a liberagédo dos FC
comparando dois modelos de centrifugas de laboratério comumente utilizadas
para a obtencdo da LPRF, A-PRF12 (Process, China) e EBA-20 (Hettich,
Alemanha), onde foram observados aspectos macroscopicos, ultraestruturais e
bioquimicos sobre as matrizes produzidas. Este estudo comparou as matrizes
obtidas por morfometria onde identificou-se diferengas significativas de
dimensdes macroscopicas. Também analisou a ultraestrutura por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) demonstrando alteragbes morfologicas em
plaquetas e hemacias em fungdo de uma possivel variagdo nos niveis de
vibragdo encontrados em um dos modelos de centrifuga. Neste mesmo estudo
a liberagao lenta de fatores de crescimento demonstrou maiores concentragdes
nos intervalos de tempo finais (7-10 dias) associando-os ao baixo nivel de

vibragéo exercido pela centrifuga EBA-20.

Entretanto, Kubesch et al. 20183 apresentaram o efeito da centrifugagao
de baixa velocidade sobre a distribuigdo celular in vitro e a resposta fisiologica in

vivo comparando amostras de LPRF obtidas por aplicacao de forca FCR de 222
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x g e 719 x g, onde observaram que a tal redug&o proporcionou, in vivo, maior

penetracao celular concluindo que o principal efeito foi a variagao de FCR.

Borsani et al. 2015'?, apresentaram uma metodologia baseada na
variagéo de velocidades em ciclo continuo (30" de aceleragéo, 2’ a 2.700 rpm, 4’
2.400 rpm, 4’ 2.700 rpm, 30” 3.000 rpm, 36” desaceleracgéo e parada) identificada
pelo método concentrated growth fator (CGF™) executado exclusivamente na
centrifuga Medifuge MF200 (Silfradent, Italia). Este estudo identificou
concentragdes suprafisiologicas de VEGF e alto nivel de densidade e resisténcia

mecéanica da matriz de fibrina.

Miron et al. 2018% e Miron et al. 2019'® publicaram trabalhos sobre
controvérsias na literatura acerca da referéncia paramétrica da centrifugagéo
para descrigdo metodoldgica propondo que a FCR fosse calculada na porgéo
terminal dos tubos para acompanhar a padronizagdo internacional para
centrifugagdes laboratoriais ou que houvesse ao menos a discriminagao da zona
de eleicdo do tubo em rotores de angulos fixos para a escolha do calculo de

FCR.

Lourengo et al. 2018% demonstraram a presenca de concentragbes
suprafisiolégicas de citocinas e fatores de crescimento liberados lentamente em
matrizes de LPRF centrifugadas em posigao horizontal, a 90°em relagao ao eixo

do rotor em centrifugas de rotor basculante.

De certo modo, a centrifugagdo, muito conhecida dos laboratoérios de

diagndstico, é uma novidade no ambito da odontologia e gera muitas duvidas
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relacionadas a sua influéncia sobre as caracteristicas in vitro e seus efeitos in

vivo sobre as respostas terapéuticas das matrizes de LPRF&15,

Diante destas questdes propusemos investigar o nivel de vibragdo nos
eixos X, Y e Z, a variagdo térmica na matriz centrifugada e no interior do
equipamento e os niveis de ruidos durante o ciclo de centrifugacdo em trés
modelos de centrifugas submetidas a variagées de FCR e tempo. Os achados
deste experimento servirdo para correlaciona-los as possiveis variagdes
morfoldgicas e bioquimicas das matrizes de LPRF produzidas nos experimentos
conseguintes sobre morfologia, citometria leucoplaquetaria e liberagdo de FC
angiogénicos na matriz de LPRF constantes dos capitulos 2, 3 e 4 deste

manuscrito, respectivamente.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Delineamento do estudo

Este estudo foi proposto para comparar as caracteristicas funcionais de trés
modelos de centrifugas de bancada utilizadas para a obtengédo das matrizes de
L-PRF. As caracteristicas avaliadas foram os niveis de vibragcédo, de ruido em
funcionamento e as variagbes térmicas sofridas na camara de centrifugagéo e
também no espécime. Todos estes itens foram mensurados em trés faixas de
FCR 200, 400 e 800 x g utilizando como referéncia o raio na regiao central do
tubo (rmed), correspondente a zona de maior concentragdo leucoplaquetaria

segundo o diagrama experimental. Figura 1.

2.2. Participantes

Participaram voluntariamente deste estudo cinco individuos adultos jovens,
2 do género feminino e 3 do género masculino dos quais foram obtidos 90ml de
sangue total apos leitura e assinatura de termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Os mesmos declararam-se saudaveis, ndo tabagistas e n&o
portadores de doengas infecto contagiosas. Durante a realizagdo deste estudo,
as normas éticas para a pesquisa cientifica com seres humanos foram
rigorosamente obedecidas, em concordancia com a lei 6.638/79 e conforme a
declaragédo de Helsinque (World Medical Association Recommendation 2011).
Este estudo (CAAE n° 46109215.9.0000.5558) foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (UnB). As amostras sanguineas foram coletadas mediante assinatura do

TCLE.
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Diagrama experimental
v

| CEP / FM-UNB CAAE no 46109215.9.0000.5558 |
v

I Centrifugas / centrifugacao I

+

[ FibricFuge2s | | 200 xg | I 5 minutes |
I EBA200 | x| 400 xg | x | 10 minutes |
| 80-28 | | 800 xg | | 15 minutes |
v
[ Vibracao | - | Coleta e anslise dos dados

Figura 1. Diagrama do fluxo experimental para a avaliagdo funcional dos trés modelos de
centrifugas de bancada. Cada centrifuga foi submetida a centrifugacdo em trés faixas de FCR:
200, 400 e 800 x g em intervalos de 5, 10 e 15 minutos

Rotor
Axis

Matriz de Fibrina

Zona Leucoplaquetaria

Eritrécitos

Figura 2. Diferentes raios (distancia entre o centro longitudinal do tubo e o eixo do rotor) criados
pelo posicionamento inclinado do tubo. r = raio. rmin = raio na ponta do tubo, menor distancia;
rmed = raio no centro do longo eixo do tubo, corresponde a regido do buffy coat; rmax = raio na
ponta do tubo, maior distancia do eixo do rotor. A FCR ¢é diretamente proporcional ao raio.
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2.3. Modelos de centrifugas de bancada

Os modelos de centrifugas de rotores fixos avaliados foram 80-2B
(Montserrat, China) cujo rotor de 45° possui carga maxima de 12 tubos de 10mL;
EBA200 (Hettich, Alemanha) com rotor de 33° e capacidade para 8 tubos de
10mL e Fibrinfuge25 (FF25) (Montserrat, China) com rotor para 8 tubos com

angulo de 25°. Figura 3.

FibrinFuge25 EBA 200 80-2B

Figura 3. Centrifugas de bancada utilizadas para obtengéo de coagulos de fibrina. FibrinFuge25
(FF25) (Montserrat, China), rotor de raio médio de 65 mm e angulo fixo de 25°com capacidade
para 8 tubos de 10mL; EBA200 (Hettich, Alemanha), rotor com raio médio de 50 mm de 33° com
capacidade para 8 tubos de 10mL e 80-2B (Montserrat, China), rotor de raio médio de 95mm e
angulo de 45° com capacidade para 12 tubos de 10mL. O raio médio do rotor de cada centrifuga
foi utilizado para o célculo da FCR. O raio médio é considerado no meio do tubo, na regido do
buffy coat.

2.4. Nivel de vibragao

A trés centrifugas foram avaliadas quanto aos niveis de vibracdo em 3
faixas de FCR aplicadas: 200, 400 e 800 x g. Durante um ciclo experimental de
centrifugagdo de 3 minutos, os niveis de vibragdo foram mensurados em
unidades de aceleragéo, metros por segundo ao quadrado (m/s?), utilizando o
acelerbmetro Bosch BMC150 (Bosch Sensortec, USA) com sensores de leitura
nos eixos X, Y e Z. As analises foram realizadas sob duas configuragcbes de
carregamento dos seus rotores: vazios ou sem carga (A) e carregados com 8

tubos de vidro de 10mL completamente preenchidos com agua filtrada (B).
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2.5. Preparacao das matrizes de LPRF

As amostras de sangue foram coletadas de cada participante em uma das
veias periféricas da fossa antecubital (cefalica, basilica ou intermédia cubital) em
tubos de vidro de 10mL FibrinTubes (Montsserat, China) - estes tubos séo
isentos de aditivos e possuem registro sanitario na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sob o numero 80153030126 para obtenc&o da
matriz de LPREF - utilizando o sistema de coleta a vacuo com agulha 21G (Greiner
Bio-One, Brasil). Cada tubo apresenta tempo médio de preenchimento de 20,0
+ 2,0 segundos. As amostras sanguineas foram centrifugadas imediatamente
apods a coleta do ultimo tubo. Os parametros de rpm e tempo em EBA200 e 80-
2B foram devidamente ajustados para reproduzir os niveis de FCR eleitos para
a realizacao deste experimento. A FF25 possui parametrizagdao em fungao da
FCR. As matrizes sanguineas obtidas de acordo com as variagdes paramétricas
deste experimento foram utilizadas para reproduzir a realidade do método

durante os testes de vibracao, variagao térmica e nivel de ruido.

Tabela 1. Raios minimo, médio e maximo em mm nos diferentes modelos de centrifugas

Raio em mm

equipamento angulo Fixo rmin rmed rmax
FF25 25° 37 65 84
EBA200 33° 31 51 85
80-2B 45° 55 95 120

Os dados constantes desta tabela foram obtidos das informagdes técnicas de cada equipamento
e 0s raios minimo (rmin), médio (rmed) e maximo (rmax) foram medidos em mm, pois as
informacgdes dos fabricantes ndo apresentam a discriminagado dos diferentes raios.
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2.6. Variacao térmica e nivel de ruido

Para a avaliar a estabilidade térmica, em cada centrifugacdo foram
medidas as temperaturas em unidades de graus Celsius (°C) utilizando o
termometro digital infravermelho MT-320 laser classe Il (Minipa Electronics,
USA) nos espécimes contidos nos tubos e nas cadmaras de centrifugagdo no
interior das centrifugas, antes e imediatamente apods o ciclo. O nivel de ruido foi
mensurado em unidades de decibéis (dB) utilizando o decibelimetro Decibel X
(Apple, USA) durante cada ciclo de centrifugagao nas seguintes configuragdes
paramétricas: 200, 400 e 800 x g nos intervalos de 5, 10 e 15 min.

Todos estes experimentos funcionais foram realizados por
instrumentagcdo no laboratério de metrologia dindmica da faculdade de

tecnologia da Universidade de Brasilia.

2.7. Analise Estatistica

O comportamento funcional das centrifugas foram mensurados a partir
das variacdes de FCR e tempo. Os dados dos niveis de vibragcdo medidos em
m/s?, variagdo térmica em °C e ruido em dB foram expressos pela média + DP.
Para a aplicagao dos testes estatisticos verificou-se previamente a normalidade
das variaveis pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a variancia da amostra pelo
teste de Bartlett. Nas comparacdes de médias foi aplicado o teste T pareado.
Nas analises multigrupos para comparar a distribuigho em amostras
independentes foi utilizado o teste ANOVA para a analise de variancia e utilizado
Kruska-Wallis como pos-teste. Os valores de p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. O software Prism 8 (GraphPad, USA) foi utilizado

paras as analises, geracéao e edigédo dos graficos.
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3. Resultados

Inicialmente foi calculado o valor de revolugées por minuto (rpm)
necessario para gerar as referidas faixas ideais de FCR nas centrifugas eleitas
para este experimento. Para tal foi utilizada a equagdo FCR = 1,12 x r x

(rpm/1000)? tendo como referéncia o raio meédio (rmed) dos rotores.

Tabela 2. Relagéo entre raio, velocidade e RCF nos diferentes modelos de centrifugas

FF25 EBA200 80-2B
rpm rpm rpm
raio 200xg 400xg 800xg 200xg 400xg 800xg 200xg 400xg 800xg

rmin 2899 3110 4398 2114 2991 4230 1804 2550 3607
rmed 1659 2346 3318 1891 2675 3783 1373 1940 2745
rmax 1459 1940 2745 1495 2115 2991 1220 1727 2441

As velocidades em RPM foram calculadas segundo a equagdo RCF = 1,12 x r x (RPM/1000)?
demonstrando que FCR e rpm s&o grandezas diretamente proporcionais € que o raio e a rpm em
fungdo da mesma faixa de FCR sao inversamente proporcionais. A mesma rpm gera diferentes
FCR quando exercida em rotores com diferentes raios.

3.1. Avaliagao Funcional das centrifugas

Esta analise foi feita para avaliar o nivel de vibragdes, de variagao térmica
e de ruidos durante o ciclo de centrifugagao pelos trés modelos de centrifugas
de bancada eleitas para producédo da LPRF neste experimento. A tabela 3 exibe
os resultados dos niveis de vibragdo em m/s?. Os trés equipamentos sob analise
exibiram baixos niveis de vibragdo radial nas trés faixas de FCR investigadas. O
nivel de vibragdo no eixo Z exibe possiveis movimentos de subida e descida, do
rotor e da amostra, e apresenta nesta analise valores elevados em fungcdo do
somatodrio a forga gravitacional de 9,806m/s?. Nos eixos X e Y os valores
expressam a vibracdo radial real exercida pelos equipamentos. Deste modo,
consideramos como vibracgao total o somatoério de X e Y.

Com a avaliacdo de variagdo térmica pretendeu-se conhecer o efeito

sofrido no sangue e diferencia-lo do comportamento térmico na camara de
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centrifugagéo. O terceiro aspecto funcional avaliado foi o nivel de ruido em dB

produzido por cada maquina em cada configuragdo parameétrica.

3.1.1. Niveis de vibragao

Para determinar o nivel de vibracdo foram feitas mensuragdes
comparativas com os rotores vazios e completamente carregados. Inicialmente
foi possivel observar que todas as centrifugas apresentaram elevagao nos niveis
de vibracdo a medida que a FCR foi aumentada. A centrifuga Hettich EBA200,
em funcdo do alto padrdo de qualidade fabril, foi utilizada como parametro
comparativo de vibragao pois a mesma foi eleita para a composi¢ao do protocolo
Intraspin L-PRF™, amplamente referenciado na literatura internacional como o
unico FDA Cleared. Esta exibiu valores baixos nas duas configuragdes do rotor,
vazio e carregado, 0,81 £ 0,23 a 1,11 £ 0,22 m/s?, respectivamente. Entretanto,
as outras duas centrifugas apresentaram comportamento semelhante nas faixas
de FCR eleitas para o estudo, inclusive a FF25 apresentou valores
significativamente mais baixos em todas as FCR aplicadas (p <0,05; teste t
pareado). As faixas de FCR dos principais protocolos para obtencdo de LPRF
descritos na literatura variam entre 70 e 600 xg, deste modo os extremos, minimo
e maximo, dos niveis de vibragdo observados neste estudo comparativo de
FCRs entre 200 e 800 xg foram 0,25 e 1,55 m/s?, respectivamente nas
centrifugas FF25 a 200 xg e 80-2B a 800 xg. Os niveis de vibragdo foram
significativamente maiores (ANOVA,; p <0,0001) quando as centrifugas estavam
carregadas. Os resultados deste experimento demonstraram claramente que

houve similaridade em termos de vibragao entre as trés centrifugas avaliadas.
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Figura 4. Niveis de vibracao radial total nas trés centrifugas, 80-2B, FibrinFuge25 e EBA200.
Os resultados analisados pelos testes de correlagdo ANOVA fator Unico e teste T pareado
indicaram a minima variagdo observada nos grupos organizados em fungdo da FCR
aquecimento discreto nas cadmaras de centrifugagdo e resfriamento da amostra (p<0,0001).
Estao representadas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e valores discrepantes.
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3.1.2. Niveis de vibragao

A variagdo de temperatura foi considerada importante na avaliagao
funcional das centrifugas em fung&o do possivel aquecimento durante o ciclo de
centrifugagédo e seu efeito sobre as caracteristicas biolégicas da amostra
sanguinea. Neste aspecto a qualidade dos materiais utilizados na fabricagdo dos
rotores e especialmente dos motores podem exercer grande influéncia. O
presente estudo avaliou duas centrifugas que possuem motor de indugéo
magnética, FF25 e EBA200, e uma de motor induzido por escovas de carvéo, a
80-2B. Esta diferenga fabril pode ser significativa na geragcdo de “névoa” de
carvao na camara de centrifugagao. Deste modo, podendo gerar maior elevagéo
da temperatura no interior da maquina durante seu funcionamento.

A nossa avaliagdo de comportamento térmico fez-se na camara interna
da centrifuga (C), onde encontra-se posicionado o rotor, em que C; foi a
temperatura inicial e C2 a temperatura apos a finalizagéo do ciclo, logo AC = C»
- C1, e também no tubo contendo o espécime sanguineo (S), onde S4 foi a
temperatura inicial medida na superficie do tubo contendo o sangue antes da
centrifugagéo e Sy a sua temperatura medida ao final do ciclo, logo AS = S1 - Sy,
isto para distinguir o comportamento térmico nestes dois ambientes, no interior
do equipamento e na amostra biologica.

Em alguns espécimes a temperatura inicial do sangue apresentou
significativo resfriamento apds a coleta sanguinea em fung¢do da logistica do
teste e da quantidade de amostras a serem mensuradas e centrifugadas ao
mesmo tempo, apresentando valores variaveis entre 23,3 + 0,03 e 35,38 + 0,3°C.

Os resultados integrais desta experimentacédo estdo apresentados nas
tabelas 3, 4 e 5 onde as variagdes paramétricas foram distribuidas em funcao do

tipo de centrifuga.
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Tabela 3. Variagao térmica em AC e AS em °C — FibrinFuge25
Temperatura °C

FibriznsFuge Camara Tubo
FCR/min inicial Final inicial Final
200/5 24,00+0,3 23,12 +0,6 34,84 £ 1,7 28,20 £ 0,7
200/10 23,38+0,2 2552+0,3 34,06 £ 0,3 27,40+ 0,6
200/15 25,22 +0,2 27,98 +0,3 33,70+ 0,2 28,92+0,3
400/5 35,88 £ 0,4 28,24 + 0,6 24,20+0,3 24,34 + 0,3
400/10 24,30+ 0,2 24,64 +0,2 32,46 £ 0,5 27,04 £ 0,2
400/15 24,12 +0,3 26,62 + 0,1 33,08 £ 0,3 27,48 +0,3
800/5 24,44 +0,2 25,08 +0,2 33,84 +£0,2 28,38+ 0,2
800/10 2496+ 0,4 27,34 +0,2 32,60 £ 0,3 26,68 + 0,5
800/15 27,40+0,2 29,84 +0,2 32,26 £ 0,4 29,74+ 01

Os dados s&o médias * desvio-padréo (n=5). As variagdes térmicas medidas em m/s? foram reproduzidas
em nas FCR de 200, 400 e 800 x g nos intervalos de 5, 10 e 15 minutos de centrifugagédo

Tabela 4. Variacdo térmica em AC e AS em °C — EBA200

Temperatura °C

EBA200 Camara Tubo

FCR/min inicial Final inicial Final
200/5 23,48+0,3 22,98+0,4 32,30+ 0,9 26,58 + 0,3
200/10 22,64 +0,2 23,94 +0,3 34,94 £ 0,3 26,36 + 0,1
200/15 24,64 + 0,6 27,06 £ 0,4 32,70 £ 0,2 27,26 £ 0,3
400/5 26,56 + 1,1 2516 +0,3 35,38+ 0,3 28,14+ 0,5
400/10 2510+0,3 2492 + 0,1 31,62+0,4 25,46 £ 0,2
400/15 25,06 £ 0,2 27,18+0,3 31,96 £ 0,2 26,56 + 0,2
800/5 27,80+0,3 24,94 + 0,2 33,96 £ 0,2 27,10+0,3
800/10 24,90+ 0,1 24,76 £ 0,3 31,08 £ 0,2 25,80+0,3
800/15 23,58+ 1,6 27,02+0,2 32,28 £ 0,4 26,90 £ 0,1

Os dados s&o médias * desvio-padréo (n=5). As variagdes térmicas medidas em m/s? foram reproduzidas

em nas FCR de 200, 400 e 800 x g nos intervalos de 5, 10 e 15 minutos de centrifugagédo

Tabela 5. Variacao térmica em AC e AS em °C — 80-2B
Temperatura °C

80-2B Camara ‘ Tubo
FCR/min inicial Final inicial Final

200/5 24,42 + 0,4 24,28 + 0,4 31,94 +0,3 27,78 £ 0,3
200/10 24,00+ 0,3 25,82+0,3 33,92 +1,7 28,24 + 0,6
200/15 25,76 £ 0,5 28,04 +0,4 33,14 £ 0,5 27,78 £ 0,5
400/5 25,58 +0,2 25,82 +0,2 34,84 +£0,2 26,98 + 0,5
400/10 25,76 £ 0,2 26,94 + 0,1 32,22+0,4 27,10+0,2
400/15 28,12+0,3 29,48 + 0,2 32,18 £ 0,2 29,46+ 0,3
800/5 27,12+0,3 26,94 + 0,2 34,00 £ 0,2 28,58 + 0,2
800/10 27,10+ 0,1 29,12 +0,2 31,92 £ 0,1 28,88 £ 0,1
800/15 29,08 £ 0,2 32,88 £ 0,4 32,22 +0,4 31,18 £ 0,1

Os dados sdo médias = desvio-padrdo (n=5). As variagdes térmicas medidas em m/s? foram
reproduzidas em nas FCR de 200, 400 e 800 x g nos intervalos de 5, 10 e 15 minutos de centrifugagao.



3.1.2.1. Centrifugagéo a 200 x g

As figuras 5 e 6 ilustram as analises de correlagédo estatistica dos ciclos
de centrifugacdo nos 3 modelos com parametros de FCR de 200 x g durante 5,
10 e 15 minutos. Na configuragdo paramétrica de 5 minutos FF25 e EBA200
sofreram resfriamento AC, enquanto 80-2B apresentou leve aquecimento
(p=0,002 Kruska-Wallis). Ja em AS todas as amostras sofreram resfriamento
(p<0,0001 Kruska-Wallis). Nos ciclos de 10 e 15 minutos as trés centrifugas
aqueceram 1,75%+0,59 e 2,48+0,24°C, respectivamente (p<0,001 ANOVA).
Contudo, AS exibiu resfriamento de -6,97+1,47°C (p<0,0001 Kruska-Wallis) e -

5,19+0,36°C, respectivamente (p<0,0001 ANOVA) em todas as centrifugas.

3.1.2.2. Centrifugacdo a 400 x g

As figuras 7 e 8 ilustram a analise de correlagdo estatistica nos ciclos com
parametros de FCR de 400 x g durante 5, 10 e 15 minutos. Nos intervalos de 10
e 15 minutos a temperatura inicial da camara apresentou mediana em torno de
25°C, o que demonstrou a significativa elevagdao de AC em 80-2B (p=0,003
Kruska-Wallis). As AS apresentaram resfriamento em todas as amostras, em
FF25/5min (p<0,04 Kruska-Wallis), em EBA200/10 min (p<0,0001 Kruska-Wallis)
e por 15 min, FF25 e EBA200 (p<0,0001 Kruska-Wallis). No ciclo 15 minutos a
AC em 80-2B apresentou o menor nivel de resfriamento 29,48 + 0,2 e 29,46 £
0,3 °C, respectivamente com valores aproximados a AS em 80-2B (p<0,000,

Kruska-Walis)
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Figura 5. Variagcdo de temperatura em ciclos de centrifugagdo de 200 x g durante 5, 10 e 15
minutos nas trés centrifugas, 80-2B, FibrinFuge25 e EBA200. Os resultados analisados pelos
testes de correlagao ANOVA fator unico e Kruska-Wallis indicaram aquecimento discreto nas
camaras de centrifugagdo e resfriamento da amostra (p<0,0001). Estdo representadas as
medianas, quartis, valores maximos, minimos e discrepantes.
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Figura 6. Variacdo de temperatura em ciclos de centrifugagdo de 200 x g durante 5, 10 e 15
minutos nas trés centrifugas, 80-2B, FibrinFuge25 e EBA200. Os resultados analisados pelos
testes de correlagdo indicaram o resfriamento da amostra (p<0,0001 ANOVA) e (p<0,0001
Kruska-Wallis) em todas configuragbes paramétricas. Estas representagdes graficas
demonstraram o resfriamento individualizado de toda a amostragem da experimentagéo n=>5.
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Figura 7. Variagdo de temperatura em ciclos de centrifugagdo de 400 x g durante 5, 10 e 15
minutos nas trés centrifugas, 80-2B, FibrinFuge25 e EBA200. Os resultados analisados pelo
teste de correlagédo indicaram aquecimento nas camaras de centrifugagao e resfriamento da
amostra (p<0,0001 Kruska-Wallis).Estao representadas as medianas, quartis, valores maximos
e minimos e valores discrepantes.
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Figura 8. Variagcdo de temperatura em ciclos de centrifugagédo de 400 x g durante 5, 10 e 15
minutos nas trés centrifugas, 80-2B, FibrinFuge25 e EBA200. Os resultados analisados pelo
teste de correlagdo Kruska-Wallis indicaram o resfriamento da amostra (p<0,0001) em todas
configuragbes paramétricas. Estas representagbes graficas demonstraram o resfriamento
individualizado de toda a amostragem da experimentagdo n=5, exceto em A1( FF25/200 x g
/5min) onde, em virtude da baixa temperatura inicial do sangue observou-se em 4 dos 5 testes
discreta elevagéo de AS em FF25 e EBA200 (p<0,002 Kruska-Wallis).
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3.1.2.3. Centrifugagéo a 800 x g

As figuras 9 e 10 ilustram a analise de correlacédo estatistica nos ciclos
com parametros de FCR de 800 x g durante 5, 10 e 15 minutos. Exceto em 5
min, nos demais intervalos AC apresentou aquecimento em todas as centrifugas,
sendo significativo em 80-2B, especialmente na configuragao 80-2B/800/15min
que elevou a temperatura em +3,80 + 0,4°C (p<0,0001 Kruska-Wallis). As
variagbes de AC em FF25/800/15 e EBA/800/15 foram mais discretas e
apresentaram aquecimento nao significativo (p>0,05 ANOVA). Em relagdo ao
comportamento térmico do espécime, os resultados reproduziram o que foi
observado nas outras faixas de FCR. Entretanto, o AS em EBA/800/15
apresentou resfriamento de apenas 1,02 = 0,2 °C (p>0,05 Kruska-Wallis)
demonstrando que a AC influenciou no comportamento de AS, unicamente neste

parametro experimental.

3.1.3. Niveis de ruidos em funcionamento

Ruidos emitidos por maquinas em funcionamento estdo associados ao
seu estado vibracional e podem gerar desequilibrios no ambiente resultando em
efeitos sobre a salubridade do meio e do operador. Como parametro comparativo
uma conversacao normal apresenta ruidos entre 60 e 70dB e ruidos superiores
a 80dB ja oferecem potencial risco a saude auditiva humana. Ruidos de
maquinas exibem um padrao de frequéncia que podem ser mensuradas em
decibéis (dB) ou hertz (HZ). A tabela 6 indica esta avaliagdo funcional dos trés

modelos de centrifugas deste experimento.

47



A1
401
o
x -
S
o
14
() Kruskal-Wallis
w p <0,0001
© 301
g mi— =
2
g — —_ [ ——]
-3
£ 25 e —_—
7]
2
20 T T T T T T T T
[ ———1
t0 t0 5
Temperatura da camara Temperatura do tubo
de centrifugagdo contendo o sangue
A2
34+
32
o
x
= Kruska-Wallis Kruska-Wallis
; 304 p< 0,001 p <0,0001
4 = =
© 284
g ]
i i
£ 6
g =
5 ==
—_ i
24
— —
e EE—
22 T T T T T T T T
e
t0 Y t0 t10
Temperatura da camara Temperatura do tubo
de centrifugagdo contendo o sangue
35- A3
Kruskal-Wallis
p<0,0001
EA Kruskal-Wallis
1 p<ooont
3
e 30 — R
o
| %
‘E § = —
o
£
g 254
— —
_
20 T T T T T T T T
t0 t15 t0 t15
Temperatura da camara Temperatura do tubo
de centrifugagdo contendo o sangue
Il FF25 [ EBA200 EA 80-2B

Figura 9. Variagcdo de temperatura em ciclos de centrifugagdo de 800 x g durante 5, 10 e 15
minutos nas trés centrifugas, 80-2B, FibrinFuge25 e EBA200. Os resultados analisados pelo
teste de correlagéo indicaram aquecimento nas camaras de centrifugagao e resfriamento da
amostra (p<0,0001 Kruska-Wallis). O baixo resfriamento do espécime em 80-2B (A3) demonstra
a influéncia de AC sobre AS unicamente na configuragdo (80-2B/800xg/15min). Estado
representadas as medianas, quartis, valores maximos e minimos e valores discrepantes.
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Figura 10. Variacdo de temperatura em ciclos de centrifugagédo de 800 x g durante 5, 10 e 15
minutos nas trés centrifugas, 80-2B, FibrinFuge25 e EBA200. Os resultados analisados pelo
teste de correlagdo Kruska-Wallis indicaram o resfriamento da amostra (p<0,0001) em todas
configuragbes paramétricas. Estas representagbes graficas demonstraram o resfriamento
individualizado de toda a amostragem da experimentagéo n=5, exceto em C3 (80-2B/800 x g
/15min) onde, observou-se a baixa dredugédo de AS em (p>0,05 Kruska-Wallis).

Tabela 6. Niveis de ruidos em funcionamento (dB)
Decibel (dB)

RCF FibrinFuge25 EBA200 80-2B

200g 55,63 £ 0,32 53,37 £ 0,67 63,10 £ 1,08
400g 62,30 £ 1,06 59,77 £ 0,31 67,93 £ 0,32
800g 69,60 £ 0,85 59,50 £ 0,79 77,37 £0,21

Os dados sao médias + desvio-padrao (n=3). As medidas feitas em dB foram
reproduzidas em ftriplicata nas FCR de 200g, 400g e 800g.

49



100+

80-
& 604
z
[}
N4
g 401
20-
0' | i i
' 200 x g ' 400 x g L 800 x g
ANOVA; p < 0,0001 ANOVA; p < 0,0001 ANOVA; p < 0,0001
B FF25 @ EBA200 80-2B

Figura 11. Niveis de ruido em dB nos ciclos de centrifugagdo (n=3) de 200, 400 e 800 xg
durante 5, 10 e 15 minutos nas trés centrifuga FibrinFuge25, EBA200 e 80-2B,. Os resultados
analisados pelo teste de correlagdo ANOVA indicaram nivel de significancia (p<0,0001) em
todas configuragbes paramétricas. Estas representagdes graficas demonstraram a correlagéo
entre a FCR e o aumento no nivel de ruido da experimentagédo. Nas trés faixas de FCR as
centrifuga FF25 e 80-2B exibiram elevagéo nivel de ruido. A centrifuga EBA200 apresentou o
menor nivel de ruido neste experimento.
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Figura 12. Niveis de ruido em dB nos ciclos de centrifugagéo (n=3) de 200 a 800 x g durante 5,
10 e 15 minutos nas trés centrifuga FibrinFuge25, EBA200 e 80-2B,. Os resultados analisados
pelo teste de correlagado ANOVA indicaram nivel de significancia (p<0,0001) em todas
configuragdes paramétricas. Estas representagdes graficas demonstraram a correlagéo entre a
FCR e 0 aumento no nivel de ruido na experimentagao.
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4. Discussao

Na escolha de uma centrifuga a ser utilizada para separagao seletiva dos
elementos sanguineos na obtencdo das matrizes de LPRF devem ser
observadas caracteristicas relacionadas a funcionalidade, ergonomia e aspectos

sanitarios.

Ergonomicamente, deve apresentar dimensdes diminutas para adequagao
ao ambiente clinico, uma vez que a técnica preconiza o preparo das matrizes de
LPRF no proprio ambiente de seu emprego terapéutico a fresco; funcionalmente
devera apresentar minima variagcado térmica e baixos niveis de vibragao radial
para nédo influenciar na integridade biolégica do conteudo celular e proteico desta
matriz, além do baixo nivel de ruido em funcionamento; os equipamentos de
eleicdo devem ainda apresentar condi¢cdes sanitarias para preparo de uma
matriz bioldgica a ser reinserida para efeito terapéutico. Miron et al. 2019
propuseram a utilizacdo exclusiva de dispositivos sanitariamente classificados

como medical devices"®.

O primor destas caracteristicas visa proteger o conteudo sanguineo contra

os efeitos fisicos da centrifugacéo, especialmente vibragdo e aquecimento.

Nos resultados da nossa investigacdo as trés centrifugas analisadas
apresentaram padrdes funcionais pretendidos dentro dos parametros
preconizados para o meétodo. As centrifugas EBA200 e FF25 apresentaram
caracteristicas funcionais muito préximas. Foram observados baixo nivel de
vibragdo e estabilidade térmica em ambas. A FF25, por tratar-se de uma
centrifuga projetada exclusivamente para a obtengcdo da LPRF, apresentou

maior facilidade operacional pela disponibilidade de reproducdo de
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programacgdes protocolares em funcdo da FCR e criagdo de rampas de
aceleracdo e desaceleracdo para redugdo de impactos sobre o conteudo
centrifugado. A centrifuga 80-2B € uma centrifuga de laboratério de baixa
sofisticagao tecnoldgica e apresentou o maior nivel de vibragdo, dentre as trés
comparadas, bem como a maior variagao térmica observada. Entretanto, o nivel
de aquecimento sofrido na sua cdmara de centrifugagdo n&o influenciou o
comportamento natural de resfriamento do sangue durante os diferentes ciclos
observados em todas as analises. Nesta centrifuga o sangue resfriou em média
3,7 £ 2,6 °C enquanto a camara interna aqueceu 1,1 + 1,2 °C. Isto demonstrou
que apesar de tratar-se de um equipamento destinado ao uso laboratorial, o
mesmo nao implicou em alteracbes térmicas significativas, atingindo
temperaturas acima de 40 °C, a ponto de promover desnaturacédo proteica ou

ativacao de proteinas de choque térmico (PCTs)3".

Deste modo todas as centrifugas analisadas apresentaram-se adequadas
para a obtencdo da matriz de LPRF com preservacao de suas caracteristicas

biolégicas de acordo com os métodos eleitos.

Quanto ao aspecto sanitario, na obtencédo das matrizes de LPRF o sangue
€ extraido, manipulado e terapeuticamente reinserido no organismo, e mesmo
sendo a centrifugagdo classificada como manipulagdo minima, este
processamento pode implicar em riscos sanitarios'®32. Deste modo, ha uma
tendéncia sanitaria internacional, ja manifesta em decretos e resolugdes
internacionais®334, para a indicagéo do uso de dispositivos classificados como
medical device. Miron et al. 20196 propdem tal classificagdo como padronizagdo

de controle de qualidade.
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O método intitulado Intraspin L-PRF™  que utiliza com exclusividade a
centrifuga EBA200, é descrito na literatura como o unico método de
processamento da LPRF com registro sanitario no Food and Drug Administration
(FDA) por possuir o registro 510K desta agéncia'™. Entretanto, outros
dispositivos de separagao seletiva do sangue ja se apresentam elegiveis para o
meétodo, como por exemplo as centrifugas Medifuge200 (Silfradent, Italy) e a
Fibrin System (Ortoalresa, Spain) que possuem a certificagdo da Comunidade
Européia (CE) como MD de acordo com a Diretiva 2001/83/CE, o Regulamento
(CE) n° 178/2002 e o Regulamento (CE) n° 1223/2009 que revoga as Diretivas
90/385/CEE e 93/42/CEE33. A centrifuga FibrinFuge25 (Zenith Lab Co, China)
possui registro sanitaria nacional na ANVISA e internacionais CE e FDA como
dispositivo clinico para obtengdo da matriz de LPRF. A centrifuga 80-2B é

classificada apenas como /VD.

Na ciéncia dos concentrados sanguineos autdlogos existe um bindmio
que pode gerar conflitos conceituais. De um lado o registro sanitario do processo
ou método e de outro o registro sanitario do equipamento. A literatura atual sobre
o tema ainda n&o trouxe nenhum esclarecimento acerca disso criando uma
lacuna nesta interpretagdo. O processo descreve as etapas metodologicas e os
materiais empregados, sendo a centrifuga apenas um item enumerado para a
sua execucgao. Certamente, este trabalho contribuira sobre o tema por
demonstrar que alguns dispositivos com classificagdo /VD apresentam
condicdes basicas para atender as demandas funcionais na obtengao da matriz
de LPRF, merecendo a devida adequacao sanitaria. Isto pode tornar o método
ainda mais acessivel, ndo-exclusivista, de custo econémico reduzido, bem como
provocar na industria a devida adequacéo de classificacdo ou reclassificacao
sanitaria.
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O conhecimento sobre os limites funcionais das centrifugas e suas
influéncias sobre os aspectos biolégicos da matriz de LPRF tende a expandir o
emprego terapéutico para outras areas da saude como a estomaterapia e a

ortopedia.

O desenho experimental deste estudo visou interpretar as condi¢cdes
basicas de funcionamento das centrifugas eleitas. A escolha das centrifugas foi
direcionada de acordo com o status funcional obtido e devidamente referenciado
na literatura internacional sobre as caracteristicas da EBA200. Especialmente os
parametros de vibragdo e variacdo térmica desta centrifuga foram utilizados
como padrdo na conducgdo do nosso estudo. O trabalho de Dohan et al, 2017'°
referenciou o seu modelo antecessor, a EBA20, como sendo o padrao funcional
na obtencédo das matrizes de LPRF. O modelo atual, EBA200, foi desenvolvido
e langado comercialmente como adequacao as normativas sanitarias européias

para fabricacao de dispositivos /VD e MD a partir de 2015.

Dentre os parametros observados comparativamente no presente estudo,
o nivel de vibragdo serviu para demonstrar que a opgdo metodologica de
emprego de baixa rotagdo, <4000 RPM com FCR equivalente <1000 x g, gerou
niveis de vibracdo muito baixos na FF25 e valores baixos na 80-2B. Os dados
deste trabalho ratificaram que os niveis de vibracdo observados foram
suficientes para indicar o emprego de qualquer uma das trés centrifugas para a
obtencdo das matrizes de LPRF. O trabalho de Dohan et al. 2017 demonstrou
que a vibracdo das centrifugas EBA-20 e A-PRF12 exibiram comportamento

muito distintos quando aceleradas acima de 2000 rpm.
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A partir do comportamento padrdo da EBA200 a FF25 apresentou
caracteristica semelhante ao gerar a menor vibragao radial total nas zonas de
menor FCR. A Centrifuga 80-2B foi a que exibiu os maiores valores de vibragéo
total nas duas configuragdes. Entretanto, exibiu valores menores com rotor vazio
acima de 400 x g, isto pode ser entendido pelo efeito de carregamento de massa

na estabilizac&o vibracional.

Se potencialmente a vibragdo radial total poderia exercer algum efeito
danoso sobre a integridade morfolégica das plaquetas e leucocitos da LPRF,
possiveis variagdes térmicas deveriam ser mais significativas ainda. Entretanto,
neste experimento constatou-se que o nivel de aquecimento sofrido na camara
de centrifugacéo de todas as centrifugas n&o exerceu nenhuma influéncia sobre
o resfriamento natural das amostras, onde todas apresentaram significativa
reducdo em sua temperatura ao final dos ciclos de centrifugacdo. As variagdes
paramétricas propostas serviram para explorar os possiveis interferentes
variando tempo e FCR. Estudos morfofuncionais de natureza ultraesturural e e
biomolecular sobre as matrizes de fibrina obtidas nestes equipamentos servirdo
para avaliar suas influéncias sobre a viabilidade celular, bem como a sintese de

citocinas e mediadores quimicos.

A avaliagédo do nivel de ruido teve como objetivo apenas a identificagao
deste paradmetro nos diferentes dispositivos, onde apenas a centrifuga 80-2B
apresentou niveis acima de 65 dB nas configuragdes de 400 e 800 x g, a FF25
apenas em 800 x g e a EBA200 exibiu niveis abaixo de 65 dB em todas as
configuragbes propostas, demonstrando que trata-se, de fato, de um
equipamento de qualidade técnica superior e por esta razao foi utilizado no

presente estudo como o padrao para a demais interpretagdes funcionais. Deste
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modo, a FF25 demonstrou funcionamento semelhante, e as vezes superior, nas
faixas de FCR e tempo eleitos para as metodologias classicas, 200 e 400 x g e
5 e 10 minutos.

O presente estudo traz contribuicbes para que futuros usuarios destas
metodologias possam observar este quesito com criticidade e isengao, pois
foram avaliadas trés maquinas com distintos niveis de qualidade técnica e
precificacdo de mercado e todas apresentaram caracteristicas funcionais
adequadas & obtencdo das matrizes de LPRF. E fato que bons produtos s&o
indispensaveis para assegurar a qualidade na produgao de insumos e prestagéo
de servicos de saude. Entretanto, o devido esclarecimento sobre as
propriedades funcionais de tipos distintos de equipamentos, suas limitacdes e
indicagdes sao requisitos para o desenvolvimento ético e responsavel dessa
ciéncia, uma vez que os aspectos cientificos ndo estdo completamente isentos

aos aspectos mercadoldgicos.
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Conclusao

Os resultados da avaliagao de vibragao, variacéo térmica e nivel de ruido
com variagbes de FCR e tempo nas trés centrifugas permitiram as seguintes
conclusoes:

1. O nivel de vibragdo nos eixos X, Y e Z foi menor na centrifuga

FibrinFuge25 e maior na 80-2B;

2. A variagdo térmica sobre a amostra sanguinea apresentou

resfriamento em todas as centrifugas;

3. O nivel de ruido foi baixo em todas as centrifugas apresentando

variagbes apenas na maior faixa de FCR, onde foi menor na

centrifuga EBA200 e maior da 80-2B.

A padronizagdo paramétrica pode ser uma tendéncia na evolugdo dos
concentrados sanguineos, porém, € preciso compreender que tais parametros

podem ser adequadamente reproduzidos em diferentes tipos de centrifugas.

No conjunto, os resultados mostraram que os parametros utilizados s&o
eficazes na producdo da matriz de fibrina independentemente das variagbes de

vibragao, temperatura ou ruido.

Considerando que a padronizagdo dos parametros de obtencido da
matriz de fibrina pode ser uma tendéncia na evolugdo dos concentrados
sanguineos, esse estudo aponta para novas investigagdes para avaliar a
viabilidade celular por métodos ultra estruturais e funcionais, assim como é
preciso compreender como os diferentes pardmetros metodologicos podem ser

adequadamente reproduzidos em diferentes tipos de centrifugas.
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Capitulo 2

Contagem Celular x Forga g

CONTAGEM CELULAR EM MATRIZES SANGUINEAS
PLASMATICAS EM FUNGAO DA FORGA CENTRIFUGA

RELATIVA (FCR) E DO INTERVALO DE TEMPO.
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RESUMO

Os concentrados sanguineos (CS), tanto a forma liquida anticoagulada de
plasma rico em plaquetas (PRP) como a forma polimérica de fibrina rica em
plaquetas (PRF) sdo preparagdes terapéuticas autdlogas né&o-transfusionais
com propriedades biolégicas aplicaveis na regeneragédo tecidual. Esses CS
diferem na forma de preparo, na arquitetura da rede de fibrina, na liberacdo dos
fatores de crescimento e no conteudo de plaquetas e células. Considerando que
as alteragbes metodologicas podem resultar em matrizes distintas e possiveis
comprometimentos de sua eficacia clinica, este trabalho avaliou a influéncia de
variagdes na forga g, tempo de rotagdo, sobre o conteudo celular e plaquetario,
em matrizes sanguineas experimentais. Amostras de sangue humano foram
utilizadas para obter matrizes de plasma sanguineo utilizando a centrifuga
FibrinFuge25 com trés forgas g distintas (200, 400 e 800 x g) durante 5, 10 e 15
minutos. A contagem de células e plaquetas no plasma apresentou maiores
concentragdes na fragdo sobrenadante com 200 x g, contudo registrou a maior
perda de leucocitos mantidos no sedimento de eritrécitos devido a baixa agéo da
forca de empuxo. As fogas g de 400-800 x g apresentaram as maiores
concentragdes plaquetarias adstritas a zona de buffy coat. A aplicagéo de 800 x
g aumentou a forga de empuxo gerando menor concentragdo de leucécitos e
plaquetas no PPP e no sedimento de eritrécitos apresentando-se como o
parametro mais promissor para promover a recuperagao de leucocitos totais,
especialmente de neutrdéfilos. Esses dados experimentais contribuirdo para o
entendimento dos efeitos das variagdes paramétricas nos métodos de obtencao
da matriz LPRF sobre a concentragdo celular e plaquetaria promovendo o
conceito de que diferentes métodos podem gerar matrizes de LPRF com
configuragdes aplicaveis para fins terapéuticos especificos.

Palavras-Chave: Plasma, Centrifugacéo, Forca g, Plaquetas, Leucdcitos
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ABSTRACT

Blood concentrates (BC), both the anticoagulated liquid form of platelet-rich
plasma (PRP) and the polymeric structure of leukocyte platelet-rich fibrin (LPRF),
are autologous non-transfusion therapeutic preparations with biological
properties applicable to tissue regeneration. This BC can differ in the architecture
of the fibrin network and growth factors release and platelets and cell content.
Considering that the methodological changes may result in different matrices and
possible compromises in their clinical efficacy, this work evaluated the influence
of variations in g-force, rotation time, on the cellular and platelet content, in
experimental blood matrices. Human blood samples were used to obtain blood
plasma matrices using the FibrinFuge25 centrifuge with three distinct g forces
(200, 400, and 800 x g) for 5, 10, and 15 minutes. The plasma cell and platelet
count showed higher concentrations in the supernatant fraction with 200 x g;
however, it registered the most significant loss of leukocytes maintained in the
erythrocyte sediment due to the low action of the buoyant force. The 400-800 x g
g forces showed the highest platelet concentrations attached to the buffy coat
zone. The application of 800 x g increased the buoyant force, generating a lower
level of leukocytes and platelets in the PPP and the erythrocyte sediment,
presenting itself as the most promising parameter to promote the recovery of total
leukocytes, especially neutrophils. These experimental data will contribute to the
understanding of the effects of parametric variations in the methods of obtaining
the LPRF matrix on cell and platelet concentration, promoting the concept that
different approaches can generate LPRF matrices with configurations applicable
for specific therapeutic purposes.

Key-Words: plasma, centrifugation, g-force, platelets, leukocyes
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1. Introdugao

No coagulo sanguineo, a rede de fibrina, as plaquetas e seus
exossomos, as microparticulas circulantes, os leucdcitos e glicoproteinas
plasmaticas s&do os responsaveis diretos pelos estagios iniciais do reparo. Assim,
nestes eventos a isengdo das hemacias no coagulo pode prover uma rede de

fibrina mais densa e com maior agregacgao leucoplaquetaria’.

No reparo tecidual os elementos sanguineos que possuem atividades
relacionadas a sinalizacdo e adesao celular sdo especialmente derivados das
plaquetas, dos leucocitos e do plasma sanguineo. S&o glicoproteinas,
imunoglobulinas, citocinas, fatores de crescimento e microparticulas circulantes
que atuam na modulagdo da resposta angiogénica e reparadora em leitos

lesados?.

As hemacias que, em circulagao sao funcionais no transporte de gases
e na hemostasia auxiliam na compactacao de um “tampao” hemostatico para a
cessagao do sangramento, no reparo propriamente dito podem ser dispensadas
gerando espago fisico para obtengdo de uma rede de fibrina mais densa e com
maior agregacao leucoplaquetaria®. Este é o principio de obtengéo de uma matriz
rica em plaquetas e leucécitos, tecido este originario do fracionamento seletivo
do sangue que possui maior concentracdo celular e de fatores de crescimento

quando comparado a um coagulo de sangue total®’.

Por esta prerrogativa surgiram no contexto da medicina regenerativa, os
agregados sanguineos para terapéuticas nio-transfusionais®, inicialmente o
plasma rico em plaquetas (PRP) e como proposta de evolugdo metodoldgica a

fibrina rica em plaquetas (LPRF).
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O emprego terapéutico do PRP, feito para favorecer a hemostasia
deficitaria em pacientes com disturbios de coagulagdo e riscos de eventos

hemorragicos, iniciou-se pelos estudos de Matras e colaboradores nos anos 50°.

O PRP que é um agregado sanguineo para o uso nao-transfusional e
autdlogo teve o apice de sua evolugdo metodologica e terapéutica com os
trabalhos de Robert Marx'® e Eduardo Anitua'' e nos anos 1990 e 2000 tornou-
se bastante popular’>. O principio metodolégico para sua obtengdo é
fundamentado na dupla centrifugagdo para assegurar a obtengcdo de uma
diminuta fragdo de plasma isento de leucécitos e com plaquetas integras para

posterior ativagdo quimica™®.

Os processos de intervencdo na cascata de coagulagdo n&o seguiram
padronizagbes metodologicas e até mesmo agentes xenogénicos, como a
trombina bovina, foram utilizados para o seu processamento '*-'7. Tais
caracteristicas foram associadas a resultados controversos e ineficazes como
adjuvantes no reparo tecidual '8-2'. Tal condigdo acabou por gerar descrédito na
eficacia desta terapéutica e muitos profissionais adeptos ao método passaram a

nao prescrever ou utilizar.

Diante das fracas evidéncias epidemiologicas apresentadas em
revisdes sistematicas e meta-analises, o uso clinico do PRP foi associado com
resultados clinicos contraditorios e sem consenso sobre seus efeitos???4. No
Brasil, no ambito da medicina, o Conselho Federal de Medicina (CFM) ja emitiu
parecer desfavoravel ao seu emprego clinico, caracterizando-o apenas como
procedimento experimental em territério nacional®®. Entretanto o conselho

Federal de Odontologia (CFO) regulamentou seu uso clinico no ambito da
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odontologia conceituando-o em sistemas fechado e aberto e definindo

especificidades sanitarias quanto a forma de obteng&o?.

Choukroun et al. 200127, como uma proposta evolutiva ao método de
obtengdo de PRP?, idealizaram uma metodologia simplificada e sem
intervenc&do quimica significativa na cascata de coagulacdo e denominou este
produto como fibrina rica em plaquetas (FRP). Dohan et al. 2006%°
caracterizaram-na por sua composi¢ao leucoplaquetaria, sua caracteristica
morfoldgica ultraestrutural, sua resisténcia mecanica e sua agregagao de fatores
de crescimento liberados pelas plaquetas e leucocitos presentes na malha®.
Dohan marcou a ciéncia dos agregados sanguineos por uma intensa e
esclarecedora producdo cientifica tornando-se um dos principais autores
internacionais sobre o tema®3'-3%. Como fruto do trabalho do seu grupo de
pesquisa surgiu uma proposta nominativa deste agregado denominando-o como

fibrina rica em plaquetas e leucécitos (LPRF) .

A LPRF é um coagulo potencializado por ser isento de hemacias e
possuir agregacgao de plaquetas e leucocitos mononucleares em concentragdes
sanguineas suprafisioldgicas por volume proporcional®®. Seu uso clinico é
exclusivamente autélogo, obtido sem intervengcdo quimica anticoagulante em

sistema estéril fechado por unico processo de centrifugagdo de baixa rotagao®’.

Estudos de caracterizagao bioquimica, pela concentracédo relativa de
fatores de crescimento de origem plaquetaria, de citometria para a quantificacao
celular e de morfologia, pela analise estrutural da malha de fibrina destes
agregados sanguineos tem demonstrado as caracteristicas bioldgicas in vitro

obtidas por distintos métodos de centrifugagao, sem contudo, correlaciona-las as
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respostas clinicas de modo discriminativo?®3-41 Estudos clinicos tem
evidenciado precocidade nas respostas cicatriciais mesmo diante de variagdes

metodoldgicas, por vezes indiscriminadas, na obtengéo da L-PRF742746,

Os métodos de obtencdo da L-PRF disponiveis na literatura trazem
diferengas conceituais e denominativas, por vezes confundem método com
produto. Entretanto, trata-se da mesma matriz de fibrina contendo células

mononucleares e plaquetas concentradas3647:48,

O método pioneiro, idealizado por Choukroun et al. 2001 na Francga,
tornou-se uma marca registrada e recebeu a denominagdo de PRF Choukroun
Process™?’. Em 2010 surgiu nos Estados Unidos da América um método
denominado Intraspin L-PRF™ caracterizando-se, até os dias atuais, como o
Unico método com registro na Food and Drug Administration (FDA)*°. Entretanto,
a excegdo da nbmina, ndo descreve nenhuma distingdo metodoldgica do
conceito PRF original proposto por Choukroun e colaboradores. Estes dois
descrevem seus parametros em fungcédo das rotagdes por minuto (RPM) e do
tempo de 12 minutos de centrifugacdo de modo exclusivo na centrifuga de
bancada EBA20 (Hettich, Germany). Estes métodos trataram como ponto
fundamental a forga centrifuga relativa eleita para preservar a integridade de
leucdcitos e plaquetas presentes na matriz de fibrina®. Estes métodos sdo os
mais frequentemente referenciados na literatura internacional, sendo comum a

utilizacdo do epénimo Choukoun’s PRF®2,

O método denominado Concentrated Growth Factors - CGF™ - foi
idealizado na Italia por Sacco e colaboradores*! e também possui especificagdes

em torno da centrifugagdo como o uso imperativo da centrifuga Medfuge200
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(Silfradent, Italy) que conta com um processo alternado de rotagdes por minuto

(rpm) durante o ciclo de centrifugagdo de 14 minutos*!4546,

Fujioka-Kobayashi et al. 2016 propuseram uma nova metodologia
fundamentada no conceito da centrifugagdo de baixa velocidade®. Neste
meétodo houve ainda a alteracdo do uso dos tubos de plastico contendo ativador
de coagulo por tubos de vidro e a inclusdo de uma centrifuga dedicada
denominada A-PRF12 (Process, France). Este protocolo foi denominado de A-

PRF™ do inglés, Advanced Platelet Rich Fibrin®!52,

Apesar destas indicagdes metodologicas a literatura cientifica tem
demonstrado que variagdes metodoldgicas, mesmo em diferentes faixas de forga
centrifuga relativa (FCR) aplicadas, tem proporcionado a obtengdo de matrizes

de LPRF com efetiva propriedade bioldgica e resposta clinica favoravel” 4253,

Devido as potencialidades desta matriz de fibrina leucoplaquetaria na
pratica clinica e a necessidade de determinar a influéncia dos parametros de
obtenc¢ado na sua morfologia e na concentragao celular, este estudo propde-se a
caracterizagado morfolégica como foco na identificagdo da influéncia de variagéo
de paramétricas de FCR e tempo visando elucidar suas influéncias na

composic¢ao celular e plaquetaria das matrizes de LPRF.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Aspectos éticos

Durante a realizacdo deste estudo, as normas éticas para a pesquisa
cientifica com seres humanos foram rigorosamente obedecidas, em
concordancia com a lei 6.638/79 e conforme a declaragédo de Helsinque (World
Medical Association Recommendation 2011). O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia sob

o numero 055468/2015.

2.2. Participantes

Participaram voluntariamente deste estudo 5 individuos adultos jovens, 2
do género feminino e 3 do género masculino dos quais foram obtidos 40ml de
sangue total de cada participante apds leitura e assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os mesmos declararam-se saudaveis,

nao tabagistas e ndo portadores de doengas infecto contagiosas.

Os mesmos foram submetidos a realizacdo prévia de anamnese, exame
fisico e do hemograma completo que apresentaram indices hematimétricos
dentro dos valores de referéncia e foram realizados no laboratorio do Hospital

Universitario de Brasilia (HUB).

2.3. Coleta Sanguinea

Todo material de coleta foi apresentado ao doador em embalagem estéril e
inviolada. Foi realizada a abertura do catéter sobre agulha 21G do sistema de

coleta a vacuo (Greiner Bio-One Vacuette, Brasil).
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Previamente a coleta sanguinea foi feita a antissepsia das mé&os do

flebotomista com alcool 70% e calgcamento de luvas de procedimento;

O doador de sangue foi acomodado com o repouso do seu membro
superior sobre base de apoio para a colegdo sanguinea com exposigao anterior

da fossa antecubital;

Foi realizada a aplicacdo de dispositivo para compressao venosa
(garroteamento) com um massageamento ascendente compressivo na face

anterior do antebraco;

Feita a selecdo da veia na fossa antecubital (cefalica, intermédia
antecubital ou basilica) por inspegao e palpacao digital com o dedo indicador do
flebotomista procedeu-se a anti-sepsia cubital com swab alcool 70% (Benckton
Dickson, USA) com dois movimentos ascendentes com inversédo da face

aplicada do swab;

A venopuncao foi feita por insergdo do dispositivo venopunctor (Greiner
Bio-One Vacuette, Brasil) com a exposi¢cédo da agulha e bisel voltado para cima
com angulagéo entre 15 e 30° em unico movimento. A introdugdo obliqua da
agulha permitiu a visualizagdo da penetragao vascular pelo retorno sanguineo

no interior da canula plastica entre as extremidades proximal e distal do escalpe.

Cada colegcdo sanguinea foi realizada em tubo plastico de 4mL com
anticoagulante (EDTA) (Greiner Bio-One, Brasil), onde previamente a insergéo

dos tubos, foi realizada a assepsia das suas tampas com alcool 70%.
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Os tubos foram posicionados com a tampa para baixo afim de proporcionar
o preenchimento ascendente. Isto além de facilitar a visualizagao reduziu o risco
de hemolise por impacto excessivo do sangue contra a parede e fundo do tubo.
De cada participante extraiu-se 10 tubos de sangue de 4mL. Ao todo cada

participante cedeu 40 mL de sangue.

Na finalizagdo da coleta o tubo foi removido, a agulha removida e aplicado
um rolete de algod&o estéril sobre o ponto de insergdo da agulha com a
manuteng¢do da compressao por 3 minutos sem a dobra do cotovelo. Apds este

periodo foi feita a aplicagdo do curativo estéril (Labor Import, China).

2.4. Centrifugagao

Apos o término da venopuncédo, os tubos foram imediatamente levados para
as centrifugas e posicionados em balango diametral no rotor com um tubo
idéntico preenchido com agua pelo sistema a vacuo para proporcionar

estabilidade vibracional.

Utilizou-se a centrifuga de rotor fixo Fibrinfuge25® (Zenith Lab Co, China)
para a obtengdo dos espécimes de plasma sanguineo sobrenadante em duas
fragdes e no sedimento nas FCRs de 200, 400 e 800 x g nos intervalos de 5, 10
e 15 minutos. A centrifuga eleita para o estudo apresenta rotor com raio meédio
de 65 mm e angulo de 25°, tendo sido este eleito para o calculo referencial da

forca centrifuga relativa.
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2.5. Obtencgao dos espécimes de plasma sanguineo anticoagulados com

EDTA

A colegao sanguinea foi realizada com tubos contendo anticoagulante para

viabilizar a contagem celular por citometria de fluxo. Deste modo obteve-se o

plasma sanguineo caracterizado experimentalmente como plasma pobre em

plaquetas (PPP) e plasma rico em plaquetas e leucdcitos (L-PRP).

Imediatamente apds o ciclo de centrifugagéo foram separadas de cada tubo

as seguintes fragcdes: a) Superior do sobrenadante, o PPP; b) Inferior do

sobrenadante, o L-PRP; c) Sedimento de eritrécitos. Cada fragdo removida foi

transferida para um criotubo plastico isento de aditivos (Eppendorf, EUA).

A Figura 1 ilustra as fragdes obtidas pela separagao seletiva do sangue.

1 PPP

PRP
L-PRP
Buffy Coat
Hemossedimento

Figura 1. As amostras foram colhidas
em tubos contendo EDTA para
obtencdo do plasma sanguineo
estratificado  por  diferencial de
densidade. Deste, foram extraidas as
fragbes do sangue apdés a
sedimentacao seletiva por
centrifugagdo. 1. Plasma puro ou
plasma pobre em plaquetas (PPP); 2.
Plasma rico em plaquetas e leucdcitos;
3. buffy coat; 4. Sedimento de
eritrécitos. A fragao L-PRP
corresponde ao PRP adicionado do

buffy coat.
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F=F+F’
F’> P
F’=F+g

g =9,806 m/s2

Figura 2. Decomposicado do vetor forga (F) gerando vetores divergentes F' e F” em A. A forga
centrifuga relativa (FCR) é um multiplo da aceleragdo gravitacional (9,806 m/s?) e sua
decomposicao pelo anteparo da parede do tubo provoca a sedimentagao (F”) e o empuxo (F’) a
partir do buffy coat. F’ é eficiente em “arrastar” o conteudo celular de densidade intermediaria
entre o plasma e os eritrécitos para a porgao superior da matriz, inclusive uma pequena porgao
das hemacias. Em B, tem-se a regido central do corpo da matriz.

2.6. Contagem Celular

Para a hemocitometria as amostras de sangue periférico foram
centrifugadas de acordo com a proposta experimental, fracionadas e
processadas no contador hematolégico automatico Hematology System
(Siemens AG, Alemanha). O equipamento foi calibrado de acordo com os
padrdes hematoldgicos preconizados pelo fabricante para contagem das séries
eritrocitaria, leucocitaria com diferencial e plaquetaria. Este citdmetro de fluxo
dedicado a contagem hematologica de alta eficiéncia € acoplado ao método de
coloracgéo por reagdes de peroxidase para a contagem diferencial de leucdcitos.
A figura 2 ilustra o experimento de contagem celular pela definicdo do sangue

total utilizado como controle (ST), das fragbes sobrenadantes, PPP e L-PRP,
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bem como o sedimento. A figura 3 ilustra o citograma obtido por este

equipamento a partir de uma contagem de ST.

QI il

Figura 3. Fragbes plasmaticas experimentais para contagem por hemocitometria. 1) Sangue
Total cuja contagem hemocitolégica serviu de baseline para comparagdes citométricas obtidas
pelas variagdes paramétricas de centrifugacao; 2) O Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) é a zona
mais alta do sobrenadante obtido apds a centrifugagao; 3) A fragao de Plasma rico em Plaquetas
e Leucocitos (L-PRP) correspondente a faixa compreendida entre o limite inferior do PPP e o
buffy coat, € a zona de maior concentragdo plaquetaria; 4) O Sedimento de eritrécitos € a zona
inferior onde ocorre deposigao de eritrécitos em fungao da agéo gravitacional sobre sobre sua
densidade corpuscular de 1,095 g/dL.

Previamente as centrifugagdes preconizadas para obtengdo das amostras
de plasma sanguineo foi feita a contagem no ST, cuja média dos trés
participantes serviu para o estabelecimento da linha de base para as
concentragdes celulares e plaquetaria em nivel fisioldgico, posteriormente feita
no sedimento e nas fragdes sobrenadantes do PPP e do L-PRP, obtidas nas trés
faixas de FCR 200, 400 e 800 em nos trés intervalos de tempo (At) 5, 10 e 15

minutos.
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2.7. Analise Estatistica

As contagens de eritrocitos, leucocitos e plaquetas representam o numero
total destes elementos nas fragbes sanguineas obtidas pelas variagbes
paramétricas de FCR e At. Os dados foram expressos como média + DP. Os
testes de ANOVA e Newman-Keuls foram utilizados para as analises de
variancia em comparagdes multiplas onde os niveis de significancia estatistica
foram definidos com valores de p <0,05. O programa GraphPad Prism 8®
(GraphPad Software, USA) foi utilizado paras as analises e a produgao dos

graficos.
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3. Resultados

A quantificacdo das células e plaquetas por citometria de fluxo foi feita no
sangue total, no sedimento e nas duas fragdes sobrenadantes obtidas nas
centrifugagdes eleitas para o experimento, PPP e L-PRP. A figura 4 ilustra a

regido de quantificagdo dos elementos figurados do sangue.

Figura 4. Citograma obtido pela contagem do sangue total por citometria de fluxo acoplada a
citoquimica por peroxidase ilustrando a concentracdo celular e plaquetaria do sangue com
distribuigdo leucocitaria por grupos e diferencial. 1. Mononucleares; 2. Polimorfonucleares; 3.
Reticulécitos; 4. Linfécitos; 4a. Linfocitos Atipicos; 5. Mondcitos; 6. Neutrdfilos; 7. Eosindfilos; 8.
Eritrocitos; 9. Plaquetas.

Os resultados quantitativos das analises por citometria estédo
apresentados para cada FCR (200, 400 ou 800 x g) nas tabelas de 1 a 9 e as

comparagoes entre os grupos estao representadas nas figuras 1, 2 e 3.
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Tabela 1. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 200 x g por 5 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP

x106 cels/pL | Eritrécitos 51+0,4 51+0,5 0,0+ 0,00 06+04
Plaquetas 2240+79 122,7+45 169,7 £ 50,4 328,7 £ 19,9

Leucdcitos totais | 7,3+1,8 5,1+0,9 0,2+0,2 9,1+1,8

x103 cels/uL | Linfocitos 2,8+0,3 0,6+0,4 0,0+0,0 4,6+0,6

Mondcitos 0,5+0,2 0,6 £0,1 0,0+0,0 1,2+0,4

Granulécitos 50+0,3 3,7+0,5 0,0+0,0 39+28

Os dados representam a média + desvio padrdo (n=5).

A FCR de 200/5min gerou concentragdes de eritrécitos com equivaléncia a
do sangue total, bem como sua redugao expressiva nas fragdes sobrenadantes.
Deste modo apresenta-se como uma faixa de forga suficiente para sedimentar as
células vermelhas do sangue de modo eficiente. Na fragdo sobrenadante do L-PRP
as concentragdes de plaquetas apresentaram-se suprafisioldgicas correspondendo
a um acréscimo de 46,5% em relagdo a concentragdo no sangue total. Na fragéo
sobrenadante do PPP observou-se concentragdes 24,5% abaixo nos niveis
fisiologicos encontrados no ST. A contagem de leucdcitos totais revelou que cerca
de 67,7% dos leucdcitos foram mantidos no sedimento, demonstrando que o
intervalo de tempo de 5 minutos ndo se mostrou suficiente para favorecer a difuséo
— empuxo de particulas de menor densidade para a fragdo sobrenadante ou
menisco limitante. A contagem diferencial mostrou que a maior concentragéo
leucocitaria nas fragdes sobrenadantes foi de linfécitos e que nestas a
concentragédo de granuldcitos apresentou-se proporcionalmente abaixo dos niveis
fisiologicos (26,6%), sendo que 73,4% deste conteudo foi encontrado no sedimento.
Isso demonstra a que proximidade de densidade corpuscular entre eritrocitos e
granulécitos, 1,095g/dL e 1,085¢g/dL respectivamente, favoreceu a sedimentagéo

dos granuldcitos nesta configuragao paramétrica experimental de FRC 200/5min.
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Tabela 2. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 200 x g por 10 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP

x10° cels/uL | Eritrocitos 51%0,4 53+0,5 0,0 + 0,00 0,2%0,2
Plaquetas 2240+79 136,7+150 40,7 +50,4 341,0 + 153,6

Leucdcitos totais 7,3+1,8 41+23 0,0+0,0 6,6+4,3

x103 cels/uL | Linfocitos 2,8+0,3 0,4+0,4 0,0 £ 0,0 3,2+0,4

Mondcitos 0,5+0,2 0,6 +0,6 0,0 £ 0,0 0,6 +0,2

Granulécitos 5,0+0,3 3,1+0,6 0,0+0,0 1,8+2,6

Os dados representam a média + desvio padrdo (n=5).

Os dados da tabela 4 revelaram algumas semelhangas em relagdo aos
achados da tabela 3, exceto a reducao de 81,84% nas concentracdes plaquetarias
no PPP e elevacdo na concentragao de linfocitos em L-PRP com 15,9% acima da
observada no ST. Os mondcitos apresentaram concentragcbes discretamente
maiores que no ST e a presencga de granuldcitos no L-PRP apresentou-se com a
perceptivel reducdo de 64,93%, quando comparada a centrifugagcdo de FCR

200/5min (26,6%).

Tabela 3. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 200 x g por 15 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP

x108 cels/uL | Eritrécitos 51+04 51+0,2 0,0+£0,0 0,8+0,9
Plaquetas 2240+79 48,7+171 15,3+8,6 304,0 £+ 76,6

Leucoécitos totais 7,3+1,8 1,8+0,6 0,0+0,0 7,7+76

x103 cels/uL | Linfécitos 2,8+0,3 0,1+0,1 0,0+0,1 2,1+2,0

Mondcitos 0,5+0,2 0,2+0,1 0,0£0,0 0,5+0,5

Granulécitos 50+0,3 1,5+0,5 0,0+0,0 46+4,7

Os dados representam a média + desvio padrao (n=5).
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Figura 5. Concentragéo avaliada por citometria de fluxo dos elementos figurados do sangue
(eritrécitos, plaquetas, leucoécitos totais, granuldcitos, mondcitos e linfécitos) no sangue total
(branco), no sedimento e nas fragbes sobrenadantes de PPP e L-PRP (n=5). A forga relativa de
centrifugagao foi de 200 x g por 5, 10 ou 15 minutos. As analises foram feitas pelo teste de
ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para as multiplas comparagbes € as
barras indicam os grupos que apresentam diferengas entre si (p < 0,05)
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A figura 4 apresentou a concentragdo dos indices hematolégicos sob
efeito da FCR de 200 nos Ats de 5, 10 e 15 min. A contagem no sangue total
(ST) nado centrifugado serviu como linha de base para as comparar as
concentragdes hematoldgicas nas fragdes apds as centrifugagdes eleitas para o
estudo. A contagem dos eritrocitos em A demonstrou que independente do At
experimental empregado nesta faixa de FCR os eritrocitos foram eficientemente
sedimentados demonstrando concentra¢des similares as encontradas em ST,
mantendo apenas pequena porgdo em L-PRP. Ou seja, as fragdes
sobrenadantes tornaram-se praticamente isentas da presenca de eritrécitos. Em
B, a contagem plaquetaria evidenciou que a FCR de 200 é suficiente para gerar
concentragbes suprafisiologicas nas fragdes sobrenadantes. Entretanto, a
avaliagdo do sedimento demonstrou que uma parte significativa das plaquetas
ficaram sedimentadas junto aos eritrocitos, e isto representa perda funcional. As
concentragbes em PPP apresentaram-se abaixo dos niveis fisiologicos
observados em ST. Porém, demonstraram proporcionalidade inversa entre
tempo e concentragdo plaquetaria, ou seja, 5, 10 e 15 min apresentaram
concentragdes decrescentes significativas, p=0,002, ANOVA. Em L-PRP todas
as concentracdes foram elevadas com niveis acima de ST em todos os Ats. Em
C, a contagem total de leucécitos revelou a manutengdo no sedimento,
demonstrando que quanto menor o At, maior a concentragdo, p=0,013 ANOVA.
Niveis muito baixos foram encontrados no PPP em todos os Ats. Em L-PRP
foram encontrados niveis médios proximos aos valores fisiologicos de ST. Em D
a contagem de granuldcitos revelou concentragbes equivalentes entre o
sedimento e a fragdo de L-PRP, ou seja, apesar da densidade dos granuldcitos
serem proximas a dos eritrocitos, boa parte deles permaneceram na fracao
sobrenadante, especialmente no L-PRP. Em E a contagem de mondcitos revelou

concentragdes em nivel fisioloégico no sedimento e em niveis suprafisiologicos
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acima de 100% no L-PRP. Em PPP e L-PRP as maiores concentragdes
ocorreram em At de 5 min p = 0,02 ANOVA. Em F a contagem de linfocitos
revelou que no sedimento e no PPP as concentragbes foram drasticamente
reduzidas, evidenciando niveis suprafisiologicos em At de 5 e 10 min

exclusivamente na fragao de L-PRP.

Tabela 4. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 400 x g por 5 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP
x108 cels/uL | Eritrécitos 51+04 5,6+0,2 11,0+1,9 68,4 +11,5
Plaquetas 2240+79 67,2+159 27,0+171 330,7 + 35,8
Leucdcitos totais | 7,3+1,8 49+27 0,2+0,3 2,9+1.2
x103 cels/uL | Linfocitos 2,8+0,3 1,0£0,9 0,1+0,1 2,0+£1,9
Mondécitos 0,5+0,2 0,5+0,4 0,0+0,0 1,5+1,6
Granulécitos 50+0,3 3314 0,1+0,1 1,7+1,6

Os dados representam a média * desvio padrdo (n=5).

Na centrifugagdo a FCR de 400 por 5 minutos a concentragao leucocitaria
no sedimento apresenta-se elevada e corresponde a 67,75% do total de
leucdcitos da amostra, ou seja, este percentual ndo estara impregnado na matriz
de LPRF, uma vez que este experimento o plasma foi obtido apenas para
viabilizar a contagem celular automatizada por citometria de fluxo. A
concentragdo plaquetaria apresentou niveis comparados aos obtidos nas
centrifugagbes por FCR de 200. A concentragdo de mondcitos apresentou

aumento de 186,53% quando comparada ao ST.
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Tabela 5. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 400 x g por 10 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP

x108 cels/pL | Eritrocitos 51+04 54+0,5 0,0+£0,0 0,8+0,7
Plaquetas 2240+79 94,3+585 8,0+3,6 309,7 £ 78,5

Leucdcitos totais | 7,3+1,8 45+27 0,0+0,0 7,7+6,0

x103 cels/uL | Linfocitos 2,8+0,3 0,6+0,5 0,0£0,1 32+25

Mondcitos 0,5+0,2 0,8+0,8 0,0+0,0 0,8+0,6

Granulécitos 50+0,3 30+1,6 0,0+0,1 3,6+3,1

Os dados representam a média + desvio padrdo (n=5).

Na centrifugagcdo a FCR de 400 por 10 minutos houve recuperagéo do
conteudo leucocitario total com niveis acima da concentragao fisiologica de ST.
Os neutrdfilos e linfocitos apresentaram-se com as maiores concentragdes nesta
configuragdo paramétrica correspondendo a 78,27% e 11451%
respectivamente. A concentragao plaquetaria no sedimento representou 42% do
total. Isto demonstrou que este parametro provoca uma reducdo da
concentragao plaquetaria final na porgdo sobrenadante, onde seu ganho foi de

apenas 38,24%.

Tabela 6. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 400 x g por 15 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP

x10° cels/pL | Eritrécitos 51+0,4 51+0,3 0,0+0,0 0,9+1,1
Plaquetas 2240+79 49,0+£235 1,7+£1,5 277,0 £ 69,5

Leucdcitos totais | 7,3+1,8 1,8+1,0 0,0+0,0 2,3+0,9

x103 cels/uL | Linfocitos 2,8+0,3 0,1+0,1 0,0+£0,0 1,3+£1,1

Mondcitos 0,5+0,2 0,1+0,0 0,0+£0,0 0,2+0,2

Granulécitos 50+0,3 1,5+1,0 0,0+0,0 2,6+2,0

Os dados representam a média + desvio padrdo (n=5).

82



§ &

w

»
8

Total de eritrcitos (108 célsiuL)
Total de plaquetas (10° céls/uL)
N
8

®

N
@ @

Total de granulécitos (10° céls/uL)
» »

Total de leucécitos (10° céls/uL)
@

2

N
o
w » «

Total de mondcitos (10° céls/uL)
; A

Total de linfocitos (10° céls/uL)
»

3 Nao centrifugado E=3 400 FCR/5 min ZZ2 400 FCR/ 10 min =2 400 FCR/ 15 min

Figura 6. Concentragédo avaliada por citometria de fluxo dos elementos figurados do sangue
(eritrécitos, plaquetas, leucdcitos totais, granulocitos, mondcitos e linfécitos) no sangue total
(branco), no sedimento e nas fragbes sobrenadantes de PPP e L-PRP (n=5). A forga relativa de
centrifugagao foi de 400 x g por 5, 10 ou 15 minutos. As analises foram feitas pelo teste de
ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para as multiplas comparagbes € as
barras indicam os grupos que apresentam diferengas entre si (p < 0,05)
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A figura 5 apresentou a concentragdo dos indices hematolégicos sob
efeito da FCR de 400 nos Ats de 5, 10 e 15 min. Em A a concentracdo de
eritrécitos no sedimento apresentou niveis maiores que os encontrados em ST
configurando maior poder de sedimentagdo quando comparado a FCR de 200.
Na fracdo sobrenadante do PPP os niveis foram muito baixos, o que também
evidencia a eficacia de sedimentacdo nesta faixa de FCR. No L-PRP o At de 5
min evidenciou a maior concentracao de eritrécitos dentre os 3 At comparados
com FCR de 400. Em B foi verificada a presenga de plaquetas no sedimento,
com maior concentragdo em At 5 min representado pouco mais de 1/3 da
concentragcdo de ST. A medida em que o At aumentou a concentracdo
plaquetaria diminuiu. Este comportamento reproduziu-se também nas fragdes
sobrenadantes. Entretanto, em PPP as concentragbes foram muito reduziram-
se quando comparadas com FCR de 200, sendo significativa a diferengca em
funcdo do tempo p=0,049 ANOVA. Em L-PRP as concentragdes plaquetarias
reproduziram padrdo semelhante ao observado em FCR de 200 com discreto
aumento. A contagem de leucdcitos totais em C exibiu maiores concentragdes
no sedimento que em At de 5 e 10 min. Em PPP a presenca de leucécitos
reduziu-se sobremaneira, e em L-PRP apesar da concentragado significativa em
At de 10 min p = 0,49 ANOVA os niveis ainda ficaram abaixo da concentragao
fisiologica de ST. Em D a contagem de granuldcitos demonstrou que cerca de
50% ficou no sedimento. A fragao de PPP apresentou baixa concentragao sendo
maior no L-PRP. Em E a contagem de mondcitos demonstrou maior
concentracdo menores concentragdes relativas no sedimento comparadas aos
leucécitos totais e granulocitos. No L-PRP a concentragéo observada em At 5
min foi acima de 100% dos valores fisiologicos de ST. Em E a contagem dos

linfocitos apresentou menores concentragdes no sedimento e niveis elevados
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em L-PRP, sendo que a subgrupo de destaque foi em At 10 min com

concentragio equivalente a ST.

Tabela 7. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 800 x g por 5 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP
x10° cels/pL | Eritrécitos 51+0,4 52+0,2 0,0+0,0 1,4+1,0
Plaquetas 2240+79 84,7 £ 66,1 57+21 480,7 £ 158,0
Leucdcitos totais | 7,3+1,8 1,7+1.2 0,0+0,0 17,355
x103 cels/uL | Linfocitos 2,8+0,3 0,1+0,1 0,0+£0,0 5617
Mondcitos 0,5+0,2 0,3+0,3 0,0+£0,0 1,2+0,5
Granulécitos 50+0,3 1,6 1,1 0,0+0,0 10,0 + 3,1

Os dados representam a média + desvio padrdo (n=5).

Na centrifugacdo a FCR de 800 por 5 min os indices leucoplaquetarios
apresentaram elevacdes em suas concentragcoes onde todos os parametros
exibiram aumentos acima de 100%. Plaquetas 114%; Leucécitos totais 136,66 %;
Neutrofilos 119,62%; Linfécitos 103,62%, Mondcitos 127%. Este parametro
exibiu eficiéncia na separagcédo seletiva dos elementos sanguineos e maior
recuperacao celular e plaquetaria quando comparado aos demais parametros

com FCR de 200 e 400.

Tabela 8. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 800 x g por 10 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP
x10° cels/pL | Eritrécitos 51+0,4 52+0,2 0,0+0,0 1,9+1,2
Plaquetas 224,0+79 33,3+35,0 1,3+£0,6 607,3+217,7
Leucdcitos totais | 7,3+1,8 0,4+04 0,0+0,0 26,6+124
x103 cels/uL | Linfocitos 2,8+0,3 0,1+0,0 0,0+£0,0 8,4+3,0
Mondécitos 0,5+0,2 0,2+0,1 0,0+0,0 2,3+1,6
Granulécitos 5,0+0,3 1,2+1.3 0,0+0,0 15,7+8,3

Os dados representam a média + desvio padrdo (n=5).
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Na centrifugagédo a FCR de 800 por 10 min os indices leucoplaquetarios
reproduziram o ocorrido em 800 por 5 min em que apresentaram as seguintes
concentragcbes na fracdo sobrenadante do L-PRP: Plaquetas 171,12%;
Leucocitos totais 264,43%; Neutrofilos 233,17%; Linfocitos 205,43%, Mondcitos
346,15%. A fracdo sobrenadante do PPP apresentou-se muito empobrecida
onde apenas a concentragao plaquetaria 0,5% destacou-se. Nesta configuragéo
o conteudo leucoplaquetario apresentou-se mais compactado na zona do buffy

coat.

Tabela 9. indices hematoldgicos & centrifugagdo por FCR 800 x g por 15 minutos.

FibrinFuge 25 ST Sedimento PPP L-PRP
x106 cels/pL | Eritrécitos 51+0,4 49+0,3 0,0+£0,0 0,6+0,9
Plaquetas 2240+79 46,7+115 0,7+0,6 231,0 + 356,4
Leucdcitos totais | 7,3+1,8 1,9+1.4 0,0+0,0 5,5+8,6
x103 cels/uL | Linfocitos 2,8+0,3 0,1+0,1 0,0+£0,0 1,5+£2,40
Mondcitos 0,5+0,2 0,2+0,2 0,0+0,0 0,2+0,3
Granulécitos 50+0,3 1,6 1,1 0,0+£0,0 35+53

Os dados representam a média + desvio padrdo (n=5).

Na centrifugagdo a FCR de 800 por 15 min todos os indices
leucoplaquetarios nas fragdes sobrenadantes apresentaram concentragdes
menores que as observadas em 800 por 10 min e 800 por 5 min. A figura 6
apresentou a concentragéo dos indices hematologicos sob efeito da FCR de 800
nos Ats de 5, 10 e 15 min. A contagem de eritrocitos demonstrou a total
sedimentagdo em todos os subgrupos de Ats. A fragdo do L-PRP exibiu niveis
muito baixos, especialmente em At 15 min. Em B a contagem mostrou uma
significativa redu¢do na concentragcao de plaquetas no sedimento e no PPP p =
0,001 ANOVA. Em L-PRP foram observadas as maiores concentragdes dos
parametros experimentais, especialmente em At 10 min com niveis acima dos

200%.
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Figura 7. Concentragdo avaliada por citometria de fluxo dos elementos figurados do sangue
(eritrocitos, plaquetas, leucoécitos totais, granuldcitos, mondcitos e linfécitos) no sangue total
(branco), no sedimento e nas fragbes sobrenadantes de PPP e L-PRP (n=5). A forga relativa de
centrifugagao foi de 800 x g por 5, 10 ou 15 minutos. As analises foram feitas pelo teste de
ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para as multiplas comparagbes € as
barras indicam os grupos que apresentam diferengas entre si (p < 0,05)
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A contagem de leucécitos totais em C demonstrou maior recuperagéo do
conteudo, onde apds as centrifugagbes o sedimento e o PPP ficaram
empobrecidos e a fracdo de L-PRP exibiu as maiores concentracbes do
experimento com destaque para At 10 min com niveis proximos aos 300%. A
contagem de granuldcitos em D exibiu padrées similares aos leucocitos totais,
entretanto foram observadas concentragdes remanescentes no sedimento,
menores que as observadas nas outras FCRs, mas significativas o suficiente
para demonstrar que a forga perpendicular aplicada sobre o angulo inclinado
(25°) do tubo favoreceu o empuxo de granuldcitos para as fragdes superiores. A
contagem de mondcitos em E apresentou concentragbes reduzidas no
sedimento e elevadas em L-PRP, nesta fragdo exibiu niveis acima dos 100% em
At 10 min. A contagem de linfocitos em F demonstrou niveis préximos a 0% no

sedimento, no PPP e niveis suprafisiologicos em L-PRP.
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4. Discussao

Na separacdo seletiva do sangue para a obtencdo de agregados
sanguineos terapéuticos a centrifugagao diferencial fraciona os elementos deste
fluido coloidal multifasico de acordo com o tamanho de suas particulas e de suas

densidades corpusculares relativas®.

Muitos estudos tém sido desenvolvidos nos ultimos anos como objetivo
de compreender e padronizar os meétodos de centrifugagdo em fungdo de uma
melhor eficacia na obtengdo das matrizes de fibrina para fins terapéuticos
autologos3840.50-52 Nestes estudos elementos como a concentragdo celular tem
ganhado destaque, uma vez que tal concentragdo leucoplaquetaria pode

influenciar na concentracao de exossomos e fatores de crescimento®°.

Forgas indistintas proporcionadas por variagbes metodoldgicas
indiscriminadas também tem sido frequentes, contudo sem apresentarem uma
abordagem técnica especifica sobre as influéncias das forgas e tempos de
centrifugacdo aplicadas sobre o sangue®. Os métodos comerciais tém
apresentado diversidade de nomenclatura e de parametros sem nenhuma
evidéncia de vantagem clinica ou terapéutica plausivel, pois suas comparagoes
limitam-se as analises in vitro'. Isto motivou-nos a observar os efeitos de faixas
experimentais de FCR e At sobre a concentragao celular em diferentes variagoes
paramétricas. Deste modo, observamos o efeito paramétrico sobre as condigdes
do concentrado sanguineo e ndo uma observagao limitada aos métodos pré-

estabelecidos, tal como tem sido recorrente os estudos comparativos*”’.

O contador automatico Siemens ADVIA 2120, utilizado no presente

estudo, € um sofisticado equipamento capaz de distinguir as células por um
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meétodo de citometria de fluxo de dispersao de luz de laser de dois angulos, que
utilizando o indice de refragdo e um histograma de volume, mede eritrocitos
totais e indices hematimétricos, plaquetas totais e indices plaquetarios,
leucdcitos totais com contagem diferencial e contagem de reticuldcitos, onde o
diferencial é feito por citoquimica por peroxidase. Esse conjunto de atributos
modernos configurou-o como um dos mais modernos leitores hematologicos de

rotina laboratorial®8.

No presente estudo observamos a contagem das séries vermelha e

branca com diferencial de leucdcitos e plaguetometria.

A contagem de eritrécitos serviu-nos como parédmetro comparativo na
contagem hematoldgica do sangue total e do sedimento apds as centrifugagoes.
Estes dados mostraram a eficiéncia da centrifugagdo na sedimentagdo dos
eritrocitos, mesmo nas menores faixas de FCR e Ats empregados pela
proximidade das concentragdes experimentais muito proximas as observadas no
sangue total (ST). A concentragdo de eritrocitos observadas em PPP foram
proximas de zero em todas as condi¢des. Entretanto, quanto menores FCR e

tempo, maiores foram as concentragbes em L-PRP.

A contagem de plaquetas representou um dos pontos de maior relevancia
deste estudo. Uma vez que a densidade corpuscular das plaquetas € de
aproximadamente 1,040g/mL sua localizagdo em um fracionamento seletivo por
centrifugagéo de baixa velocidade tende a ocupar uma regido intermediaria entre
os leucécitos mononucleares (1,065g/mL) e o plasma sanguineo (1,020 g/dL),
na zona de peletizagéo leucoplaquetaria. A centrifuga eleita para este estudo foi

a FibrinFuge25 (Montserrat, China), que possui rotor de angulo fixo de 25°, isto
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colaborou para que a concentracao celular e plaquetaria ndo ficasse adstrita ao
buffy coat, mas dispersa em todo o sobrenadante por favorecer a forga de

flutuabilidade ou empuxo®.

Embora os concentrados sanguineos popularmente conhecidos como
agregados ou concentrados plaquetarios serem referenciados na literatura como
‘ricos” em plaquetas, as observacbdes experimentais do presente estudo
demonstraram concentragbes suprafisiolégicas de plaquetas nas fragdes
sobrenadantes que raramente ultrapassaram a 200% da concentracéo
fisiolégica do sangue total (controle). A maiores concentragbes foram
observadas nas fragbes de L-PRP em todas as condigdes experimentais.
Entretanto, a FCR de 200 apresentou as maiores concentragdes nas fracoes de
PPP, onde a sedimentacéao foi sempre menor comparativamente as outras faixas

de FCR.

Na centrifugacao por FCR de 200 durante 5 minutos houve significativa
elevacdo na concentracdo de leucocitos no L-PRP, apresentando niveis
suprafisioldgicos. A recuperacédo do conteudo leucocitario atingiu indices acima
de 100%, porém completamente sedimentados na zona do buffy coat. A
concentragao plaquetaria manteve correspondéncia com os outros intervalos de
tempo nesta mesma faixa de FC. Na fragcdo de PPP observou-se significativa
reducdo na concentragdo de todos os elementos figurados do sangue. A baixa
concentragdo de granuldcitos no sedimento nesta faixa experimental significa
que a FCR atuando obliqguamente sobre o conteudo sanguineo produz efeito
antagonista a sedimentacdo caracterizando uma separagéao seletiva em fungéo
da densidade relativa dos elementos sanguineos. Nos demais experimentos com

FCR de 200, nos intervalos de tempo de 5 e 10 foram exibidas elevadas
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concentragbes de granulocitos. O maior tempo de centrifugagcdo tende a

concentrar a maior parte do conteudo leucoplaquetario na fracdo do L-PRP.

Na centrifugacdo a FCR de 400 por 15 minutos observou-se que a
concentracido plaquetaria apresenta comportamento inversamente proporcional
ao tempo de centrifugagdo. A concentragdo de leucdcitos totais e diferencial
apresentou niveis inferiores aos valores fisiologicos de ST. Deste modo, tal
configuragdo paramétrica ndo demonstrou ser capaz de enriquecer o

sobrenadante com leucécitos e plaquetas.

Na centrifugacdo a FCR de 400 por 15 minutos observou-se que a
concentracido plaquetaria apresenta comportamento inversamente proporcional
ao tempo de centrifugagdo. A concentragdo de leucdcitos totais e diferencial
apresentou niveis inferiores aos valores fisiologicos de ST. Deste modo, tal
configuragdo paramétrica ndo demonstrou ser capaz de enriquecer o

sobrenadante com leucécitos e plaquetas.

Ao compormos a concentracdo plaquetaria total do sobrenadante pelo
somatério das fracées de PPP + L-PRP, apenas nas FCRs de 200 e 800 foram
observadas concentracdes acima de 200%. Estes dados assemelham-se aos
achados de Miron et al. 2019, que demonstraram concentragdes da ordem de
200% ao executarem métodos cujas FCRs eleitas variaram entre 200 e 400%°. O
trabalho de Varela et al. 2018%' realizaram a plaquetometria automatizada
aplicando FCR de 400 e observaram concentracbes meédias de 115%

comparadas ao sangue total (controle).
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A leucometria feita por contagem automatizada em hemocitémetro de fluxo
combinado com citoquimica peroxidase, duas metodologias de alta eficiéncia
empregadas em rotinas de laboratorio de diagnostico hematoldgico, isentou o

experimento de dificuldades metodoldgicos comuns nas contagens manuais.

As contagens de leucdcitos totais nas condigbes experimentais de 200 e
400 x g nos diferentes Ats ndo exibiram concentragdes suprafisiologicas em PPP
e L-PRP. Em 800 x g as concentragdes de leucdcitos totais em L-PRP chegaram
a representar cerca de 200% dos valores de ST, ratificada pela significativa
redugdo no sedimento, fato que ndo ocorreu nas outras condi¢cdes
experimentais. Tais observagdes associam-se com o potencial de sedimentacao
que € diretamente proporcional a FCR. Isto ficou demonstrado pelas
decrescentes concentragdes leucocitarias em PPP a medida em que a FCR
aumentou. Entretanto, a FCR de 800 apresentou dados que demonstraram que
o aumento da FCR associado a redugdo de angulagdo do tubo aumentou a
concentragédo da fragédo leucocitaria no L-PRP, diminuindo-a significativamente
no sedimento, ou seja, aumentou a sedimentagdo e o empuxo de modo
concomitante. Esta faixa de FCR promoveu a maior concentragao de leucécitos
totais dentre todas as condi¢gdes experimentais observadas, especialmente com

At 10 min.
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Nas observagdes das contagens diferenciais de leucécitos, as
concentragbes de granulocitos no sedimento demonstraram que a sua
densidade relativa, 1,080 g/mL, foi fundamental para reduzir sua concentragéo
nas fracbes sobrenadantes, PPP e L-PRP. Tanto o sedimento quanto L-PRP
apresentaram concentragbes abaixo de ST. Na FCR de 800 observou-se

também a maior concentragédo de granuldcitos em L-PRP.

A alta concentracdo relativa de linfocitos fortaleceu o conceito do
fracionamento seletivo em funcdo da densidade corpuscular. Nas fracdes
mononucleares as concentragcbes volumétricas apresentaram-se acima dos
niveis fisioldgicos com maior frequéncia no grupo dos linfocitos. Ou seja, o
principal leucdcito encontrado nas fragdes sobrenadantes foi o linfécito. O

trabalho de Varela et al. 2017%" corrobora com os achados deste experimento.

As concentragbes de mondcitos apresentaram niveis acima de ST em
todas as condi¢des do experimento. De fato, os leucdcitos mononucleares
aumentaram sua concentragdo em funcao da aplicacdo de FCR entre 200 e 800.
As FCRs de 200 e 400 apresentaram maiores concentragdes mononucleares
nas fracbes sobrenadantes, enquanto que 800 concentrou-as na zona de
peletizacdo do L-PRP. Apesar da leucometria diferencial apresentar valores
elevados nas faixas de FCR de 200 e 800, a menor FCR apresentou maior
distribuicdo celular em toda a fragcao sobrenadante e ndo apenas concentrada

na zona de peletizacdo junto a L-PRP.

94



Conclusao

Os resultados de contagem celular e plaquetaria por citometria de fluxo nas
amostras experimentais de plasma demonstraram os efeitos da FCR e do tempo

sobre a composigao leucoplaquetaria e permitiram as seguintes observagoes:

1. A centrifugagdo proporcionou concentragdes suprafisiologicas de

plaquetas nas diversas condi¢gdes experimentais;

2. A menor faixa de FCR, 200 x g, proporcionou a maior concentragao
leucoplaquetaria na fracdo sobrenadante acima do buffy coat, mas

expressou a maior perda de leucocitos mantidos no sedimento;

3. A maior faixa de FCR, 800 x g, apresentou maior concentragéo celular e
plaquetaria no buffy coat, mas a menor concentragdo na fragéo
sobrenadante.

O presente estudo, por tratar-se de uma investigagao in vitro, limitou-se a
apresentar as caracteristicas da composic¢ao celular obtida diante das diferentes
condigbes paramétricas. Deste modo, os estudos in vivo s&o indispensaveis para

verificar a eficacia terapéutica de cada variacao.
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Capitulo 3

Caracterizagdo Morfoldgica

CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DA MATRIZ DE FIBRINA

LEUCOPLAQUETARIA AUTOLOGA EM FUNGAO DO METODO.
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RESUMO

A matriz de fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (LPRF) € uma preparagéao
terapéutica nao-transfusionais com propriedades biolégicas aplicaveis na
regeneracao tecidual. Diferencas na forma de preparo podem implicar em
alteracdes morfoldgicas macro e microscépicas na arquitetura da rede de fibrina.
Considerando que as alteragbes metodologicas podem resultar em matrizes
distintas e possiveis comprometimentos de sua eficacia clinica, este trabalho
realizou uma caracterizagdo morfolégica de natureza macroscépica e
ultraestrutural a partir de variagbes metodolégicas como forga g, tempo de
rotac&o, angulo do rotor, tipos de tubos, organizagdo morfologica estrutural por
fracionamento seletivo e de tempo de fibrindlise em matrizes experimentais de
LPRF. Amostras de sangue humano foram utilizadas para obter matrizes
experimentais de LPRF em trés modelos de centrifugas com distintos rotores de
angulo 80-2B (45°), EBA200 (33°) e FibrinFuge25 (25°); trés forgas g (200, 400
e 800 x g); dois tipos de tubos (vidro puro e plastico com SiO2). As analises
morfolégicas dos espécimes experimentais de LPRF foram realizadas por
macroscopia (MA), microscopia 6ptica (LM), microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microscopia eletrénica de transmissao (TEM). A analise macroscoépica
das matrizes de LPRF apresentou membranas maiores e aumento da area de
buffy coat com a utilizagdo da centrifuga com angulo reduzido. A analise por
microscopia de luz apresentou um conteudo mais dispersivo de plaquetas no
corpo das matrizes com a centrifuga de menor &ngulo do rotor combinado a
baixa forga g. A analise por microscopia eletrénica de varredura reafirmou os
achados da microscopia Optica a partir de cortes transversais do coagulo de
LPRF demonstrando maior nivel de dispersao celular no corpo da matriz de
LPRF associado ao aumento do efeito de empuxo proporcionado pela redugcao
de angulagdo do rotor de centrifugagdo. Os aumentos de 20 a 40.000x
esclareceram muitas particularidades sobre a estrutura tridimensional da matriz
de PRF, sobre a fibrindlise, sobre a contaminagdo com fragmentos de 6xido de
silicio utilizados como ativador de coagulo em tubos de plastico e a presenca de
eritrécitos poliédricos na porcédo terminal da PRF. Esses dados experimentais
contribuirdo para aumentar o entendimento sobre os efeitos das variagdes
paramétricas nos métodos de obtencdo da matriz LPRF.

Palavras-Chave: polimerizagdo do fibrinogénio, fibrina, microscopia eletronica
de varredura, fibrindlise
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ABSTRACT

The leukocyte platelet-rich fibrin matrix (LPRF) is a non-transfusion therapeutic
preparation with biological properties applicable to tissue regeneration.
Differences in the form of development may result in macro and microscopic
morphological changes in the architecture of the fibrin network. Methodological
modifications can compromise their clinical efficacy. This work is a morphological
characterization by macroscopic and ultrastructural analyzes based on variations
such as g-force, rotation time, rotor angle, tube types, and fibrinolysis time.
Human blood samples were used to obtain LPRF matrices in three fixed-angle
rotor centrifuges 80-2B (45°), EBA200 (33°) and FibrinFuge25 (25°); three g
forces (200, 400 and 800 x g); two types of tubes (pure glass and plastic with
SiO2). Morphological analyzes of the experimental specimens of LPRF were
performed by macroscopy (MA), optical microscopy (LM), scanning electron
microscopy (SEM), and transmission electron microscopy (TEM). The
macroscopic analysis of the LPRF matrices showed more extensive membranes
and an increased buffy coat area with the use of a reduced angle centrifuge. The
investigation by light microscopy revealed a more dispersive content of platelets
in the body of the matrices with the centrifuge with a smaller rotor angle combined
with low g-force. Scanning electron microscopy analysis reaffirmed the findings
of optical microscopy from cross-sections of the LPRF clot, demonstrating a
higher level of cell dispersion in the LPRF matrix body associated with the
increased buoyancy effect provided by the reduction of the centrifuge rotor angle.
The increases from 20 to 40,000x clarified many peculiarities about the three-
dimensional structure of the PRF matrix, about fibrinolysis, about contamination
with fragments of silicon oxide used as a clot activator in plastic tubes and the
presence of polyhedral erythrocytes in the terminal portion of the LPRF. These
experimental data will contribute to increasing the understanding of the effects of
parametric variations in the methods of obtaining the LPRF matrix.

Key-Words: fibrinogen polimerization, fibrin, scanning electron microscopy,
fibrinolysis
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1. Introducao

A matriz de fibrina, embora muito relacionada ao processo de coagulagéo,
atua como arcabouco primordial para a condugéo do reparo tecidual'2. Trata-se
de uma rede tridimensional formada e estabilizada apdés a ativagcdo do
fibrinogénio por clivagem peptidica enzimatica®. Este processo expde epitopos
na molécula dos mondémeros de fibrinogénio proporcionando sua intima
associagdo em cadeias poliméricas'. Esta polimerizagdo tende a ocorrer
instantaneamente, pois é induzida por tixotropia autdogena de glicoproteinas

teciduais ou agentes oxidantes em mecanismos exdgenos*.

r-nodule fibrinopeptides A Fibrinopeptideos

Fibrinogénio Liberacdo de
hole ‘a hole ‘a’
\ C : >\‘ va
Monémero de
Fibrina knobs A
InteragGes
> Knob-hole
Oligémero de
Fibrina

Agregacao
Lateral

Duas
Protofibrilas
»!

Fibra de
Fibrina

Juncao Equilateral
(Trimolecular)
oA

Figura 1. Esquema das etapas de polimerizagdo do fibrinogénio. A figura mostra os seguintes
passos: (1) a liberagdo enzimatica de fibrinopeptideos do fibrinogénio, a formagao de botdes
monomeéricos contendo a fibrina e a dissociagao parcial das regides aC; (2) a automontagem de
fibrina monomérica através de interagbes knobe-hole e a formagao de oligdbmeros de fibrina de
duas cadeias com dois desvios; (3) a agregacgéao lateral de protofibrilas (oligbmeros de fibrina
feitos de 20 a 25 monémeros) promovida por interagdes homofilicas aC-aC dentro e entre
protofibrilas, incluindo a formagao de polimeros aC; (4) o empacotamento de protofibrilas em
uma fibra com um entrecruzamento periédico de 22,5nm devido a estrutura molecular semi-
escalonada e arranjo regular; e (5) a formagao da rede de fibrina devido a ramificagao de fibra
em arranjos bi e trimoleculares. Respectivamente, bilaterais e equilaterais.
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A fibrina, naturalmente formada pela coagulagéo, cria nos tecidos lesados
um arcabougo tridimensional entremeado de células sanguineas cuja agao
primordial & prover a hemostasia. Entretanto, atua também como um
microambiente tissular temporario e substituivel favoravel a acomodacéo de

células para reorganizacéo vascular e tecidual®®.

Tal como o conteudo celular sanguineo, ha grande importancia na propria
estrutura da rede de fibrina em sua interagcdo com glicoproteinas adesivas do
plasma como fibronectina e vitronectina, que agregam forte adesividade a rede
conferindo-lhe uma arquitetura funcional mimética a matriz extracelular’ na
conjugacao dos elementos tissulares. Nesta, células migratérias como
fibroblastos, células mesenquimais indiferenciadas e outras mononucleares
migram e modulam favoravelmente os eventos reconstrutivos e angiogénicos
nos tecidos pela agédo conjunta e sinalizadora dos fatores de crescimento (FC)
oriundos das plaquetas e das células sanguineas impregnadas na malha®. A
adesao destes FC a rede os protege contra a protedlise natural durante a fase
inflamatdria aguda. Deste modo, atuam na sinalizag&o celular de modo eficiente
até as fases proliferativa e remodeladora do reparo. Portanto, o coagulo
sanguineo, em fungdo do sinergismo entre sua composicdo molecular e
arquitetura tridimensional, representa o arcabouco primordial para o reparo dos

tecidos.

Os fundamentos biolégicos da hemostasia e do reparo serviram para o
desenvolvimento de metodologias operacionais para obtengdo de concentrados
sanguineos (CS) para emprego terapéutico ndo-transfusional pela concentragéo

seletiva de plaquetas, leucécitos mononucleares e glicoproteinas na matriz de
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fibrina, elementos estes, diretamente relacionados com as respostas

regenerativas®.

Os concentrados sanguineos tém sido empregados na odontologia com
significativo nivel de sucesso terapéutico como adjuvante cirurgico para prover
precocidade do reparo tecidual®'%", Inicialmente, em meados dos anos 50, foi
desenvolvido um método de fracionamento seletivo do sangue para obtengao de
um volume sobrenadante de plasma que apresentasse concentracdes
suprafisioldgicas de plaquetas. Este agregado foi denominado plasma rico em
plaquetas (PRP)'?, tal definigdo foi proposta pelos hematologistas em fungéo da
obtengédo de uma concentragdo plaquetaria acima da plaquetometria®'* por
mm? observada no sangue total. O emprego terapéutico do PRP tornou-se
bastante popular nos anos 1990 e 2000, especialmente devido as publicagdes

de Robert Marx'? e Eduardo Anitua’®.

As muitas variaveis dos sensiveis protocolos de obtencdo do PRP,
principalmente em relagdo a forga centrifuga relativa (FCR) aplicada sobre as
amostras e as intervengdes quimicas anti e pro-coagulantes levaram a
resultados controversos acerca da sua concentracdo plaquetaria e respostas
clinicas. Muito embora ainda existam muitas aplicagcdes clinicas de utilizagao do
PRP, estas tornaram-se reduzidas em fungdo do surgimento de métodos
simplificados sem a necessidade de intervengéo quimica exdgena na cascata de
coagulagdo’®. Resultados controversos, falta de evidéncia clinica sobre
potenciais terapéuticos e alteragées metodoldgicas indiscriminadas acabaram
por gerar descrédito na técnica'4, especialmente no contexto das cirurgias do

complexo bucomaxilofacial.
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Como evolugédo conceitual e metodoldgica dos concentrados sanguineos,
Choukroun et al. 2001° propuseram um método para obtengéo de uma matriz de
fibrina rica em plaquetas (PRF)°. Alguns anos apds Dohan et al. 2006
propuseram uma mudanca de denominacdo em funcdo da composicao
adicionada de leucécitos, passando assim a ser chamada de fibrina rica em
plaquetas e leucocitos (LPRF). Mesmo tendo surgido de uma evolugdo
metodologica a partir do PRP, a LPRF apresentava caracteristicas biologicas
muito particulares como o aproveitamento total do sobrenadante sanguineo
incluindo plaquetas, leucécitos mononucleares, proteinas plasmaticas,
imunoglobulinas, exossomos e microparticulas circulantes' '8, além de
apresentar uma densa e resistente matriz de fibrina assemelhando-se
morfologicamente, macro e microscopicamente, a uma auténtica matriz

extracelular do tecido conjuntivo®.

Oliveira et al. 20182 enalteceram o valor da terapéutica ndo-transfusional
exclusivamente autéloga sugerindo uma denominacé&o de natureza didatica e
desconflitante, descrevendo-a como uma matriz de fibrina leucoplaquetaria
autdloga. A terminologia leucoplaquetaria inseriu no nome um aspecto de
valorizag&o a sua real composigao e a palavra autologa trouxe em si o significado
de origem e destinagcédo terapéutica, fazendo que este termo assumisse um
expressivo papel na regulamentagao sanitaria para o emprego clinico no ambito

da odontologia brasileira’.

Por suas caracteristicas biologicas, acessibilidade metodologica facilitada

e potencial de aplicacdes terapéuticas, a LPRF tem despertado a atencéo das
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classes médica e odontoldgica e inserido muitos procedimentos clinicos neste

novo contexto dos concentrados sanguineos autélogos?°.

O uso da LPRF é local, onde exerce papéis bioldégicos que favorecem o
reparo tecidual'’. Ndo é autdbnoma na neoformagéo tissular, seja de tecido
epitelial, conjuntivo ou 6sseo?!, mas adjuvante em sinergismo condutor e indutor
com os leitos adjacentes e suas células hospedeiras através de intensa

comunicagéo e sinalizagdo celular em sua matriz estrutural??.

Seu emprego cirdrgico, exclusivamente autélogo, ndo é imperativo?3.
Entretanto, sua aplicacdo favorece a resposta reparadora e em muitos casos
auxilia e facilita a técnica cirurgica como no fechamento mecanico da ferida, na
protecao de leitos em cicatrizagdo, na adesao de biomateriais para enxertias

Osseas e especialmente como agente hemostatico topico'%24-27.

Este tema conta atualmente com mais de 1000 publicacbes indexadas
que vao da pesquisa basica as evidéncias clinicas?®®. A maioria dos artigos
cientificos abordam essencialmente sua potencialidade terapéutica como
adjuvante cirurgico em varios campos da odontologia como a implantodontia e a
periodontia?®-30, Entretanto, estudos incipientes em tratamentos de feridas
cronicas®' em humanos introduzem o tema na area médica e configuram uma

promissora potencialidade terapéutica.

Alguns autores destacam-se historicamente neste cenario como Robert
Marx com o uso do PRP'?; Eduardo Anitua pelo desenvolvimento da técnica para

obtengdo do plasma rico em fatores de crescimento (PRGF™)'; Joseph
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Choukroun pelo desenvolvimento do método PRF Choukroun Process™ para
obtencgdo da PRF?; Luigi Sacco com o método denominado concentrated growth
factors (CGF™)?4: David Dohan pela evolugéo conceitual e nominativa da PRF
contextualizando-a a concentragdo leucocitaria e a denominagdo LPRF3;
Richard Miron pelos recentes trabalhos de centrifugagado com rotores horizontais
e de validagdo metodologica para padronizagdo de nomenclaturas, critérios
sanitarios e parametros de centrifugacdo’®33-3% e Tomoyuke Kawase que
contribui com a identificagdo de potenciais citotoxicos relacionados a presenca

de agentes exdgenos nos tubos para coleta sanguinea®.

Todos estes métodos supracitados apresentam variacdes paramétricas
como tempo de centrifugacdo, aceleragédo e FCR aplicadas, tipos de rotores e
tipos de tubos utilizados para a colegdo sanguinea. Em consequéncia disto,
diferentes concentragdes de fatores de crescimento (FC) liberados da matriz de
LPRF em ensaios in vitro® tem sido relatadas na literatura internacional. Mesmo
apresentando tais variagbes metodoldgicas possuem como ponto comum e
indistinto a obtencdo de uma densa e organizada matriz de fibrina
leucoplaquetaria humana que exibe concentragdes suprafisioldgicas de FC para
aplicagdes exclusivamente autdlogas. Apesar das variagbes de nomenclatura®”
os distintos métodos geram a mesma matriz biolégica, o produto denominado

LPRF, segundo a proposta denominativa feita por Dohan et al. 2009%2.

Por equivoco metodolégico ou inobservancia de parametros de
centrifugagdo existem relatos na literatura de reprodugdes protocolares em
funcdo de revolugdes por minuto (RPM) alterando indistintamente as faixas de

FCR preconizadas a serem aplicadas sobre o sangue para este fim3-4°. Deste
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modo, as variagdes metodoldgicas indiscriminadas podem implicar em
alteracdes sobre as caracteristicas fundamentais da LPRF com potencial
comprometimento sobre a resposta clinica pela cinética da liberagdo de FC,
sobre a organizagéao estrutural da rede de fibrina e na concentragéo e integridade

do conteudo celular e plaquetario®’.

O objetivo desta caracterizagdo morfolégica em fungdo do método servira

para elucidar sobre os efeitos das variacbes paramétricas e de possiveis

interferentes sobre a organizagéo estrutural da matriz de LPRF.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Aspectos éticos

Durante a realizacdo deste estudo, as normas éticas para a pesquisa
cientifica com seres humanos foram rigorosamente obedecidas, em
concordancia com a lei 6.638/79 e conforme a declaragdo de Helsinque (World
Medical Association Recommendation 2011). O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia

sob o numero 055468/2015.

2.2. Participantes

Participaram voluntariamente deste estudo cinco individuos adultos jovens
do 3 género feminino e 2 do género masculino dos quais foram obtidos 180ml
de sangue total de cada participante apos leitura e assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os mesmos declararam-se saudaveis,
nao tabagistas e ndo portadores de doengas infecto contagiosas. Os mesmos
foram submetidos a realizac&o prévia de anamnese, exame fisico e avaliagdo do
hemograma completo apresentando indices hematimétricos dentro dos valores
de referéncia. Durante a realizagdo deste estudo, as normas éticas para a
pesquisa cientifica com seres humanos foram rigorosamente obedecidas, em
concordéancia com a lei 6.638/79 e conforme a declaragcéo de Helsinque (World
Medical Association Recommendation 2011). Este estudo (CAAE n°
46109215.9.0000.5558) foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB). As

amostras sanguineas foram coletadas mediante assinatura do TCLE.
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2.3. Obtencao dos espécimes de LPRF

A obtencdo das matrizes de LPRF foi feita de acordo com as seguintes
variagdes paramétricas: Forga centrifuga relativa: 200, 400 e 800 x g; Tempo de
centrifugacdo: 5, 10 e 15 minutos; Angulo de rotor: 25, 33 e 45°; Tipos de tubo:
tubo de vidro isento de aditivo FibrinTube (Montserrat, China) (1); tubo plastico
com ativador de coagulo de duas marcas comerciais (Becton Dickinson, USA)
(2) e (Greiner Bio-One, Brasil) (3); tubo plastico sem ativador de coagulo (Greiner

Bio-One, Brasil).

Amostras de LPRF em fase monomeérica foram obtidas de acordo com o
protocolo Fibrin de centrifugagéo® utilizando o tubo 3. Esta matriz foi utilizada
para hidratar e condicionar membranas de colageno bovino Lumina Coat
(Critéria, Brasil) e para aglutinar particulas de biomateriais mineralizados

xendégeno Lumina Porous (Critéria, Brasil) e aloplastico Nanosynt (FGM, Brasil).

As matrizes receberam processamento histotécnico para observacao e
analise por macroscopia, microscopia Optica (MO), eletrébnica de varredura
(MEV) e eletrénica de transmissédo (MET). Dentre as abordagens metodoldgicas
deste estudo de caracterizagdo morfologica, a fim de verificar alteragdes
estruturais e fibrindlise da matriz em fungdo do tempo decorrido, espécimes
foram fixadas em diferentes intervalos de tempo 0, 7, 14 e 21 dias apds sua
obtencao para verificar o nivel de degradagéo através da morfometria das fibras

e fibrilas de fibrina.
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2.4. Coleta Sanguinea

Todo material de coleta foi apresentado ao doador em embalagem esteéril
e inviolada. Foi realizada a abertura do catéter agulhado, scalp, 21G do sistema

de coleta a vacuo (Greiner Bio-One Vacuette, Brasil).

Previamente a coleta sanguinea foi feita a antissepsia das maos do

flebotomista com alcool 70% e calgcamento de luvas de procedimento;

O doador de sangue foi acomodado com o repouso do seu membro
superior sobre base de apoio para a colegdo sanguinea com exposi¢cao anterior

da fossa antecubital;

Foi realizada a aplicacdo de dispositivo para compressao venosa
(garroteamento) com um massageamento ascendente compressivo na face

anterior do antebraco;

Feita a selecdo da veia na fossa antecubital (cefalica, intermédia
antecubital ou basilica) por inspegao e palpacao digital com o dedo indicador do
flebotomista procedeu-se a antissepsia antecubital com swab alcool 70%
(Becton Dickinson, USA) com dois movimentos ascendentes com inverséo da

face aplicada do swab;
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A venopuncgao foi feita por inser¢do do dispositivo venopunctor (Greiner
Bio-One Vacuette, Brasil) com a exposi¢cao da agulha e bisel voltado para cima
com angulagéo entre 15 e 30° em unico movimento. A introdugédo obliqua da
agulha permitiu a visualizagdo da penetragdo vascular pelo retorno sanguineo

no interior da canula plastica entre as extremidades proximal e distal do escalpe.

As colegdes sanguineas foram realizadas utilizando 3 tipos de tubos: 1.
Tubo de vidro n&o siliconizado e isento de aditivos FibrinTube (Montserrat,
China); 2. Tubo plastico com ativador de coagulo (Becton Dickinson, USA); 3.
Tubo plastico com ativador de coagulo (Greiner Bio-One, Brasil). Os tubos 1 e 2
possuem capacidade volumétrica de 10,0 mL e o tubo 3 de 9,0 mL. Previamente

a insercao dos tubos foi realizada a assepsia das suas tampas com alcool 70%.

Os tubos foram posicionados com a tampa para baixo afim de proporcionar
o preenchimento ascendente. Isto além de facilitar a visualizagdo reduziu o risco
de hemolise por impacto excessivo do sangue contra a parede e fundo do tubo.
De cada participante extraiu-se 9 tubos de sangue de 10mL e/ou 9 mL. Ao todo

cada participante cedeu 180ml de sangue em trés coletas em dias distintos.

Na finalizagdo da coleta o ultimo tubo foi removido, a agulha retirada e
aplicado um rolete de algodao estéril sobre o ponto de inser¢gado da agulha com
a manutengao da compressao por 3 minutos sem a dobra do cotovelo. Apos este

periodo foi feita a aplicagdo do curativo estéril (Labor Import, China).
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2.5. Centrifugacao

Imediatamente ao término da venopuncio os tubos foram levados para as
centrifugas e posicionados em balango diametral no rotor com um tubo idéntico
preenchido com agua pelo sistema a vacuo para proporcionar estabilidade

vibracional.

As centrifugas Fibrinfuge25® (FF25) (Montserrat, China), EBA200 (Hettich,
Alemanha) e 80-2B (Montserrat, China) foram utilizadas para a obtenc&o das
matrizes de fibrina de acordo com os parametros propostos neste estudo. Figura

2.

FibrinFuge25 EBA 200 80-2B

Figura 2. Centrifugas de bancada utilizadas para obtengao de coagulos de fibrina. FF25 (Zenith
Lab Co, China), rotor de raio médio de 65 mm e angulo fixo de 25°com capacidade para 8 tubos
de 10mL; EBA200 (Hettich, Alemanha), rotor com raio médio de 50 mm de 33° com capacidade
para 8 tubos de 10mL e 80-2B (Montserrat, China), rotor de raio médio de 95mm e angulo de 45°
com capacidade para 12 tubos de 10mL. O raio médio do rotor de cada centrifuga foi utilizado
para o calculo da FCR. O raio médio é considerado no meio do tubo, na regido de peletizagao
leucoplaquetaria.
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2.6. Avaliagao morfolégica das matrizes de LPRF

As analises morfolégicas foram realizadas por macroscopia, microscopia
optica, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de

transmiss&o (MET).

2.6.1. Avaliagcao macroscopica

As analises morfolégicas macroscopicas foram realizadas por calculo
integral de areas irregulares onde foram diferenciadas as areas total e da ZLP
comparando as matrizes LPRF obtidas nos trés tipos de centrifugas elencadas.
Exclusivamente para a analise macroscopica as amostras foram submetidas a
mesma FCR (200 x g) e At (10 minutos). Apos a obtencdo dos espécimes, as
matrizes foram comprimidas no dispositivo cirurgico FibrinBox (Fibrin System,
Brasil) com drenagem do excesso de soro para formag¢ao das membranas de L-
PRF. As amostras foram posicionadas sobre uma superficie metalica para o
registro fotografico referenciado com escala métrica em milimetros. As
mensuragdes da area total da matriz e da ZLP foram feitas utilizando o

planimetro digital do software Autocad (Autodesk, USA).

2.6.2. Microscopia Optica
As amostras de fibrina foram fixadas em formaldeido (Merck,
Alemanha), tamponado em pH 7.2 com tampao fostato (PBS), processadas para
as analises histopatoldgicas por microscopia de luz. Inicialmente os espécimes
depois de fixados, foram desidratados em solugdes com concentracdes
crescentes de alcool (Merck, Alemanha) (70%, 80%, 90% e 3x 100%),

diafanizados 2 vezes durante 30 minutos em xilol (Merck, Alemanha) e

116



impregnados 3 vezes em parafina a 60°C. Em seguida, as amostras foram
emblocadas em parafina, seccionadas integralmente no micrétomo RM2125
(Leica Biosystems, Alemanha) em secgdes histologicas de 5 ym de espessura
que foram entdo coletadas em laminas para microscopia previamente
enumeradas. Para obter os dados das analises histolégicas das diferentes
regides que compdem a matriz de LPRF, grupos de 3 secg¢des histoldgicas foram
separadas nas técnicas de coloragdo (Hematoxilina & Eosina e Tricrdbmio de
Gomori). Depois de coradas, as sec¢des histologicas foram protegidas com
laminulas de vidro e resina sintética Enthelan (Sigma-Aldrich, Alemanha) e
posteriormente digitalizadas no sistema de fotodocumentacdo Aperio (Leica
Biosystems, Alemanha) para a coleta dos dados histologicos, qualitativos e

morfométricos, de forma cega por unico observador.

2.6.3. Microscopia Eletrénica de Varredura

Os coagulos de fibrina foram submetidos a fixagdo por imersdao em
solugédo de Glutaraldeido 1M (Merck, Alemanha) a 25% em tamp&o cacodilato
de Sdédio a 0,1M (C2HsAsNaO2) (Sigma-Aldrich, Alemanha) por 24 horas a 4,0°C.
Destes foram seccionados fragmentos das seguintes regides desta matriz: a.
corpo; b. ZPL e c. sedimento proximal, Figura 3. Os espécimes obtidos foram
lavados em solucdo tampéao cacodilato de Sédio a 0,1M e submetidos ao
processo de impregnacdo por tetroxido de Osmio (OsQOs) (Sigma-Aldrich,
Alemanha) por 2 horas, lavados em banhos de agua deionizada (Mili-Q, USA) e
em sequéncia submetidos a desidratagdo em banhos sucessivos em solugao de
acetona (Merck, Alemanha) a 30, 50, 70, 80, 95% e dois banhos a 100%, onde
cada banho durou 20 minutos. Ainda submerso na acetona 100% os espécimes

foram introduzidos na cdmara de secagem de ponto critico CPD 030 (Balzers,

117



Alemanha) para desidratagdo em meio contendo CO2 em fase liquida em
condi¢des controladas e crescentes de temperatura (4-5°C elevando para 40-
45°C) e pressao de 72,9 atm. Em seguida os espécimes foram montados em
suportes cilindricos de cobre, fixados com adesivo condutivo de prata e
submetidos a pulverizagdo catédica SCD 050 (Balzers, Alemanha) para
metalizagao por deposicao e recobrimento de toda a amostra com particulas de
ouro (Au) onde o desprendimento do catodo foi feito por bombardeamento com
ions de argbnio (White Martins, Brasil). Para a obtencdo das imagens as
amostras foram colocadas em suporte de cobre, metalizadas e levadas ao
microscopio eletrénico JSM 7001-F (JEOL, Japan) onde foram inseridas na
camara de vacuo com submissdo ao feixe de elétrons para formagao das
imagens que foram digitalizadas, armazenadas no formato TIFF e digitalmente
analisadas utilizando o software GIMP 2.10 (Cockroach Labs, USA). A obtengao
digital das imagens foi feita por ampliagdes entre 20 e 45.000x nas diferentes

regides da matriz de fibrina.
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Figura 3. Regides da matriz de LPRF avaliadas na caracterizagdo morfolégica.

2.6.4. Fibrindlise in vitro por morfometria.

Fragmentos do corpo de matrizes de LPRF obtidos nas diferentes
configuragbes parameétricas em fungdo da FCR (200, 400 e 800 g) foram
separados e condicionados em tubos plasticos isentos de aditivos (Greiner Bio-
One, Brasil) onde foram mantidos a 37° in natura, e fixados em fixador
Karnovsky em intervalos de tempos de 0, 7, 14 e 21 dias. No primeiro dia, o
ponto zero (0) do experimento, as amostras foram fixadas imediatamente apos
a sua obtengao. Seguindo o protocolo descrito acima para preparo de amostras
para a MEV, as amostras foram submetidas a analise para a obtencdo de
imagens com grandes magnitudes de ampliagdo, 10.000x e 20.000x. As mesmas
serviram para o estudo morfométrico onde foram avaliados 5 campos
microscopicos de 100um? nas ampliagbes de 10.000x e de 25um? nas de
20.000x. Foram realizadas 20 mensurag¢des do diametro das fibras de fibrina
utilizando o planimetro digital do software Autocad (Autodesk, USA) e os dados
foram processados no software GraphPadPrism 8 (GraphPad, USA) para o

tratamento estatistico, geracéo e edigdo dos graficos.

2.6.5. Microscopia Eletrénica de Transmissao
Para a analise por microscopia eletronica de transmissao os espécimes de
LPRF foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sodio 0,1M
em agua deionizada, pH 7,2. Apos a fixagdo a 4°C overnight, foram realizadas
trés lavagens de aproximadamente 15 minutos usando tamp&o cacodilato de
sédio 0,1 M, pH 7,2. Apés as lavagens, foi feita a pds-fixagdo, no escuro, em

tetréxido de 6smio 1% em tampédo cacodilato de sodio 0,1M por 1 hora a
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temperatura ambiente. Novas lavagens usando o mesmo tampdo foram
realizadas e as amostras foram entdo desidratadas em acetona 30%, 50%, 70%,
90% e 100% (duas vezes) por aproximadamente 15 minutos cada, a temperatura
ambiente. Posteriormente, a etapa de impregnagdo com resina PolyBed 812
(PolySciences, USA) seguiu-se as etapas a temperatura ambiente: overnight em
uma solucdo de acetonal/resina 2:1, 8h em solugao acetona/resina 1:1, overnight
em solucdo de 1:2, 8h em resina pura. A polimerizagcdo ocorreu a 60°C por 48
horas. As seccbes semi-finas (0,5 ym a 2 ym) foram feitas no micrétomo
automatizado RM2255 (Leica, Alemanha) com navalha de vidro obtida no Leica
EMKMR2 Knifemaker (Leica, Alemanha). Estas secc¢des foram coradas com azul
de toludina sobre uma placa aquecida (70°C a 90°C) e foram examinadas por
microscopia oOptica com ampliacbées de 400x para identificagdo estrutural da
regido da peletizagédo leucoplaquetaria (ZPL). Os cortes ultrafinos foram feitos
com navalha de diamante Diatome 45° MP3100 (Diatome, Suiga) e contrastados
em uma solugdo aquosa de acetato de uranila 2,5% durante 20 minutos, sob
fotoprotecao e citrato de chumbo por 1 minuto. Apds a etapa de preparo dos
espécimes em micro telas, os mesmos foram observados no microscopio
eletrénico de transmiss&o Jeol 100CXIll (Jeol, Japan) onde as micrografias foram
obtidas e posteriormente analisadas utilizando o software GIMP 2.10 (Cockroach

Labs, USA).
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3. Resultados

3.1. Avaliagao macroscoépica

Na avaliagdo macroscépica a matriz de fibrina apresentou 3 regides
distintas onde, de acordo com a densidade diferencial, os elementos figurados
do sangue foram aglomerados em fungao da separacgéao seletiva promovida pela
centrifugagéo de baixa rotagao em rotores de angulos fixos. As matrizes de LPRF
obtidas em FF25 exibiram no seu corpo uma extensdo ascendente da zona de
peletizagcdo leucoplaquetaria (ZPL). O mesmo foi observado em EBAZ200,
contudo com menores propor¢des. As amostras obtidas em 80-2B ndo exibiram
tal extenséao, ficando restrita a area referente ao diametro do tubo. A regido do
sedimento imediatamente abaixo da ZPL apresentou células mononucleares em
meio aos eritrécitos e polimorfonucleares. Estes dados serdo ilustrados pela
caracterizagdo morfolégica macroscopica e microscopica nas sessdes
seguintes.

A avaliagcdo macroscopica das matrizes de LPRF revelou o efeito da
angulagdo sobre as dimensbes totais das membranas, bem como sobre a
extensao ascendente da ZPL. O corpo da matriz exibiu dimensdes inversamente
proporcionais ao angulo do rotor de centrifugacéo.

As matrizes obtidas nas trés centrifugas apresentaram significativas
diferengas macroscopicas, p<0,05, bem como sobre a estratificagdo dos
elementos sanguineos, uma vez que foram observados eritrécitos e leucécitos
impregnados nas porgdes internas do corpo das matrizes obtidas nas centrifugas
FF25 e EBA200. As amostras obtidas em FF25 apresentaram significativo

aumento na superficie da ZPL, p = 0,0059; ANOVA.
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Figura 4. Macroscopia da matriz de LPRF obtida em FF25 a 200xg/10 minutos; escala 2:1 cm.
1) Corpo da matriz com extensdo ascendente do conteldo leucoplaquetario*; 2) Zona de
peletizagao leucoplaquetaria (ZPL); 3) Sedimento superior integrado a matriz. Esta regido
concentra muitas células mononucleares.
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Figura 5. Diferengas macroscoépicas das matrizes de LPRF obtidas em diferentes angulagdes:
A) 25° a impregnagéo de eritrécitos na periferia da matriz demonstrou que a forga aplicada
“arrastou” o conteudo celular para a porgao superior da matriz (extensédo ascendente). B) 45°, as
matrizes mais “limpidas” ilustram que a maior fragao leucoplaquetaria encontra-se adstrita a ZPL.
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Figura 6. Diferencgas dimensionais na avaliagdo macroscépica das matrizes de LPRF obtidas em
diferentes angulagbes. A escala foi padronizada em mm?. A area total dos espécimes obtidos
com angulo de 25° foi 13,6% maior que as observadas em 33° e 45° Ja a ZPL foi

aproximadamente 37% maior.
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Figura 7. Comparagéo das areas de superficie total e da ZPL das matrizes de LPRF
obtidas em diferentes angulagbes de rotores. Todas as amostras, n=5, foram
centrifugadas a FCR de 200 xg. N&o houve diferenca significativa nas areas totais,
embora o angulo de 25° tenha apresentado a maior area das trés analises e em especial
a superficie da ZPL com diferenca significativa, p = 0,0059; ANOVA, em relagéo as outras
duas amostras.

Tabela 1. Area total e da ZPL das matrizes de LPRF

Area mm?
Superficie Total (mm?) Superficie de ZPL (mm?)
25° 64,05+ 1,70 28,84 £ 1, 19*
33° 63,16 £ 2,45 19,77 £ 1,55
45° 55,34 + 2,50 18,54 + 1,01

Tabela 1. Comparacao das areas de superficie total e da ZPL das matrizes de LPRF
obtidas em diferentes angulagbes de rotores (n=5). As areas totais apresentaram
dimensdes aproximadas, mesmo as amostras obtidas com angulo de 25° tendo
apresentando-se maiores.
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3.2. Avaliagao Microscépica
As micrografias das matrizes de LPRF foram analisadas pela sele¢ao de

imagens representativas das condigdes experimentais propostas neste estudo.

3.2.1. Organizacao estrutural geral da matriz de LPRF

A microscopia optica demonstrou as caracteristicas de alta concentragéo
leucoplaquetaria, especialmente de mononucleares na ZPL. Na zona
sobrenadante, que compreende todo o corpo do coagulo, uma densa matriz de
fibrina com a notdéria presenca de plaquetas entremeadas e de pequenos
corpusculos densos impregnados. A porgao superior da matriz, préxima a tampa
do tubo, foi caracterizada apenas pela presenca das fibras de fibrina em denso

arranjo estrutural.

A centrifugacdo como método de fracionamento seletivo dos elementos
sanguineos proporcionou uma estratificacdo de acordo com a densidade de
cada fragdo. Deste modo, o plasma sanguineo e seu conteudo proteico, de onde
derivam os substratos da matriz de fibrina e apesar da alta viscosidade,
constituem o extrato sobrenadante apds a centrifugagao, cuja densidade relativa
€ de 1,020 g/dL. A matriz polimérica de fibrina apresenta-se nesta porgao e a
depender da FCR aplicada os corpusculos de maior densidade, os eritrécitos
1,095 g/dL, sedimentam-se primeiro deixando o sobrenadante livre para a
formacdo da matriz de fibrina isenta destes. A mesma eficiéncia da
sedimentacao proporcionou o efeito inverso sobre os corpusculos de menor
densidade elevando-os para ZLP, este efeito foi demonstrado na avaliagao

macroscopica e ratificado pelas microscopias éptica e eletrbnica de varredura
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As plaquetas possuem densidade de 1,040 g/dL e os leucdcitos dividem-
se em duas categorias com densidades distintas, polimorfonucleares 1,080 g/dL
e mononucleares 1,060 g/dL. No experimento de contagem celular, capitulo 3
deste manuscrito, observou-se que cerca de 50% dos neutrofilos sao
sedimentados durante a centrifugagdo e que a maior concentragéo leucocitaria
foi de linfocitos, especialmente com FCRs de 200 e 400 x g. Estas propriedades
proporcionaram caracteristicas diferenciais em relacdo as variacdes
paramétricas. Entretanto, de modo geral a matriz de LPRF apresentou
sedimento de eritrécitos enriquecidos com neutréfilos, ZPL com maior
abundancia de mononucleares e plaquetas concentradas na ZPL e na porcao

distal do corpo da matriz, figura 8.

A figura 9 ilustrada por micrografias de varredura com magnificagdes
crescentes entre 500 e 45.000x demonstraram o nivel de organizagdo desta
porcao denominada “corpo da matriz” exibindo a densificacéo de fibras e fibrilas
pela auséncia dos eritrocitos. Sua organizagao estrutural assemelhou-se a uma
auténtica matriz de colageno, entretanto, ressalvadas as devidas propor¢des de
magnitudes, uma vez que as fibras colagenas sdo mais espessas. A literatura
internacional sobre a LPRF a definiu como um ambiente propicio a acomodacao
celular. Entretanto, poucas sdo as publicagdes que apresentaram sua
caracterizagdo morfolégica com distintas magnitudes com énfase na ilustragéo
ultraestrutural. O aumento de 14.000x demonstrou a rugosidade tipica das fibras
e fibrilas de fibrina. Esta caracteristica deve-se a impregnagdo de conteudo
exossOmico leucoplaquetario, bem como de microparticulas circulantes e

peptideos plasmaticos que conferem o alto grau de adesividade desta matriz.
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Mouréo et al, 2018 discorreram sobre o papel hemostatico da matriz de LPRF

em funcgdo das suas propriedades adesivas correlacionadas a este contetido*?.

A magnificagdo de 45.000x demonstrou a sobreposicao paralela e
helicoidal das fibrilas de fibrina, isto contribuiu para justificar a elasticidade
adquirida por esta matriz e sua importancia clinica configurando um meio

mecanico, hemostatico e adesivo para protegéo de leitos cirurgicos.

Figura 8. Micrografias obtidas por microscopia optica com aumentos de 40x, 100x e 200x da
matriz de LPRF obtida em 80-2B a 400 xg/10 min. 1) HE. Regi&o superior do corpo da matriz de
LPRF com ampliagao de 40x; em A zona de maior densidade das fibras de fibrina; em B regido
de menor densidade; * plaquetas discretamente aglomeradas. 2) HE. Regido central do corpo
exibindo leucécitos entremeados a matriz de fibrina; em C fibras de fibrina; + aglomeragdes
mononucleares. 3) HE. Zona de peletizagao leucoplaquetaria (ZPL); em D zona dessa de fibrina
representando a porgao distal do corpo da matriz e em E a faixa de alta concentragéo
leucoplaquetaria observada; # zona limitrofe com densa matriz de fibrina. 4) Tricromio de
Gomori. Zona do sedimento proximal com alta impregnagao de eritrocitos.
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Figura 9. Micrografia da matriz de fibrina obtida em FF25 a 200xg/10 minutos com aumento de
500x. A) Plaquetas expostas na superficie do corpo da matriz; B) Aglomeragdes
leucoplaquetarias - células e plaquetas dispersas na superficie; 2. Micrografia da matriz de fibrina
obtida em FF25 a 200xg/10 minutos com aumento de 4.500x. C) Densificagéo superficial em
espécie de pelicula adesiva com aglomeragao de fibrilas em forragem. D) Superficie enovelada;
E) Fibrilas simples. 3. Micrografia da matriz de fibrina obtida em FF25 a 200xg/10 minutos com
aumento de 7.000x. F) Densa rede enovelada com fibras com diametros variaveis em fungéo da
aglomeragdo em justaposicao paralela de fibrilas. 4. Micrografia da matriz de fibrina obtida em
FF25 a 200xg/10 minutos com aumento de 14.000x. Fibrilas e fibras de fibrina com exposigao de
conteudo proteico e exossdmico impregnado em suas superficies;5. Micrografia da matriz de
fibrina obtida em FF25 a 200xg/10 minutos com aumento de 16.000x H) Feixes de fibras
paralelas; 6. Micrografia da matriz de fibrina obtida em FF25 a 200xg/10 minutos com aumento
de 45.000x 1) Superficie de uma fibra com sobreposigdo de fibrilas, conteudo exossémico
superficial e alinhamento dos mondmeros peptidicos na formagao polimérica da fibrila de fibrina.
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3.2.2. Organizagao e distribuicdo leucoplaquetaria em fungao do
angulo do rotor

Na avaliagdo macroscépica, a maior area de peletizacdo confirmou a
proposta metodologica que foi ratificada pela caracterizgdo microscopica por MO
e MEV nas Figuras 10, 11 e 12 onde observou-se comparativamente o nivel de
impregnacgao celular nas porgdes internas do corpo da matriz. Os espécimes
obtidos por centrifugacdo na centrifuga FF25 demonstraram diferengas no
padrédo de distribuicdo celular e plaquetaria, onde observou-se alto conteudo
leucoplaquetario intrinseco no corpo da matriz, e ndo apenas adstrito a ZPL. As
secgdes transversais do corpo do coagulo, em sua por¢gdo meédia, demonstraram

a impregnacéo celular no interior da matriz.

A anadlise histoloégica por MO demonstrou diferentes padrdes de
estratificacdo seletiva dos componentes sanguineos em fungdo do angulo. As
matrizes obtidas na centrifuga FF25 demonstraram presencga de leucocitos em
todas as regides da matriz. Isto ficou evidenciado pela presenga de pequenas
zonas de alta concentracdo mononuclear e plaquetaria envoltas pela matriz de
fibrina. De modo semelhante, porém com menor grau de evidéncia a EBA200
também apresentou leucdcitos nas fragdes superiores da matriz. A 80-2B foi que
apresentou menor ocorréncia de leucocitos impregnados nas porgdes acima da
ZPL, onde foi verificada a alta concentracdo de mononucleares. No capitulo 2
deste manuscrito, a contagem celular revelou caracteristicas que corroboram
com os resultados deste estudo histolégico. O sedimento de eritrocitos revelou
a presencga significativa de neutréfilos. Este dado justifica-se pelos valores de

densidade corpuscular relativa entre estes dois entes celulares, 1,095 e
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45

1,080g/mL, respectivamente. De modo semelhante, a contagem celular por
citometria de fluxo abordada no capitulo anterior revelou a alta concentracao

relativa de polimorfonucleares no sedimento.

40x 100x 400x

Figura 10. Micrografias obtidas por microscopia optica com aumentos de 40x, 100x e 200x das
matrizes de LPRF obtidas em FF25 (1, 2 e 3) e em 80-2B (4, 5 e 6) ambas a 200g/10 min coradas
em HE. Em 1 observou-se um campo da regido média do corpo da matriz de LPRF com
ampliagao de 40x; demonstrando a impregnagao de monoculares de nucleos basofilicos densos,
tipicos de linfocitos, no leito do corpo da matriz de fibrina; * Dobras do processamento
histotécnico com sobreposicao de conteudo. Em 2 e 3, as ampliagdes de 100x e 200x da mesma
regidao. Em 4, 5 e 6 distintas ampliagdes da regido inferior do corpo da matriz de LPRF, junta a
ZPL, demonstrando concentracdo marginal de mononucleares sem evidéncia de células
impregnadas no leito da matriz de fibrina.
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Figura 11. Micrografias de fragmento do corpo da matriz de LPRF obtida em 80-2B a 400xg /10
min com aumentos de 33x, 110x, 1.000x, 3.700x, 5.000x e 10.000x. Fibras e fibrilas de fibrina
condensadas, pequenas aglomeragdes plaquetarias e exposicdo de conteudo exossdmico
superficial.

Figura 12. 1. Micrografia da matriz de fibrina de um corte transversal do corpo obtida em FF25
a 200xg/10min com aumento de 20x. A) Fundo do suporte metalico; B) Regido periférica da
matriz de fibrina; C) Regido central da matriz; 2. Micrografia com aumento de 100x do corte
transversal C exibindo areas C1 (fibrilas com impregnagdo celular) e C2 (bordas de fibrina
densas delimitando caAmaras ou espacgos); 3. Ampliagao da zona C1 com evidente aglomeragao
celular e plaquetaria no centro da matriz; D). 4, 5 e 6. Ampliagdes de 1.000x, 2.500x e 10.000x
demonstrando a presenca de leucdcitos e plaquetas integros no interior da rede tridimensional
de fibrina e fibras e fibrilas com rugosidade superficial marcada por impregnagéo de exossomos
e peptideos.
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3.2.3. Integridade e morfologias celular e plaquetaria

A investigacdo morfolégica na ZPL buscou verificar as influéncias das
variagdes parameétricas sobre o conteudo plaquetario, tais como integridade e a
concentragdo celular. A Figura 13 ilustrou em diferentes magnitudes as
caracteristicas das plaquetas e leucdcitos observados nesta zona. A ativacao
plaquetaria, mecanismo fundamental para sua liberagdo de grénulos onde
encontram-se os fatores de crescimentos e outras importantes proteinas com
atividades no reparo tecidual, ocorreu naturalmente em virtude da formagao do
coagulo e foi caracterizada pelas alteragbes morfoldgicas exibidas. A
concentracao superficial na zona de peletizacéo, a ativacdo e sua preservacao

estrutural funcional foram caracteristicas exibidas.

As plaquetas apresentaram-se como corpusculos de superficie rugosa,
aglomerados e com tamanhos variaveis em média de 3,0 £ 2,0um exibindo
extensas projecdes corpusculares em pseudopodos. Os leucdcitos
apresentaram-se como células com superficie muito rugosa, sempre
intimamente associados as plaquetas em sua superficie ou aglomerados entre
si medindo 17,0 £ 7,0um. A rede de fibrina exibiu muitas variagbes na sua
organizagao tridimensional de acordo com a zona ou regido de analise e/ou do
grau de magnitude. Os aumentos acima de 5.000x exibiram sua organizagéo
ultraestrutural com conjuntos de fibras e fibrilas em cadeias poliméricas com a
presenga de rico conteudo proteico e exossdmico impregnado nas suas

superficies.
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Figura 13. 1. Micrografia da zona de peletizagao leucoplaquetaria (ZPL) da matriz de LPRF
obtida em FF25 a 200xg/10min com aumento de 1.500x. 2. ZLP evidenciando alta concentragéo
de plaquetas ativadas e leucécitos (A) 3. Micrografia da ZLP com aumento de 2.000x, Leucdcitos
com superficies rugosas (B); Plaquetas apreendidas na superficie (C); Eritrécitos comprimidos
pelas fibras de fibrina (D); Feixe de fibras de fibrina (E). 4. Vista topografica da ZPL exibindo alta
concentragdo plaquetaria por area; 7000 plaguetas/mm2; Leucdcito mononuclear (A1); 5.
Plaqueta ativada com projegbes em pseuddpodos 22.000x; 6. Superficie celular granulosa tipica
de linfécitos ativados 16.000x.

Figura 14. 1-5. Células mononucleares (A) espraiadas aderidas sob a superficie da matriz de
fibrina obtida em FF25 a 200xg / 10 min (B) com aumentos de 2.000x, 2.500x; 3.000x e 5.000x,
3.000x. 6. Plaquetas ativadas aderidas a superficie do leucécito.
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O conteudo leucocitario, predominantemente de mononucleares,
também apresentou manutencdo de sua estrutura morfolégica e evidéncias
funcionais de sua intima interagdo com a matriz. A Figura 14 apresentou uma
célula mononuclear com alteragbes morfoldgicas estruturais tipicas de
espraiamento e projec¢des citoplasmaticas para comunicagéo entre a célula e a
matriz. Também ilustrou leucdcitos espraiados na superficie da matriz de fibrina
e a adesao de plaquetas na superficie leucocitaria. O conteudo proteico de
origem plaquetaria é retratado como o principal componente funcional das
matrizes de LPRF para promover sinalizagdo celular in situ. Deste modo,
analises microscopicas por microscopia eletrénica de transmissao da ZLP de
uma matriz de LPRF permitiu a visualizagdo de plaquetas integras, ativadas e
em atividade de exocitose, além da demonstracdo dos granulos plaquetarios.

Figura 15.

2.1.1. Densidade das matrizes de fibrina com e sem compactagao

mecanica;

Uma das principais formas de aplicacao clinica das matrizes de LPRF &
no formato de membranas. Para tal é possivel utilizar mecanismos de
compressdo mecanica comprimindo-as manualmente com gaze estéril, 0 que as
torna mais desidratadas pela rapida absor¢do do soro, ou com o dispositivo
cirurgico Fibrinbox (Montserrat, Brasil) para compressdo mecanica que as
mantém hidratadas. Na Figura 16 sdo apresentadas micrografias de membranas
de LPRF comprimidas no formato de membranas exibindo alto grau de
compactacgao evidenciado pela sobreposigao de conjuntos de fibras e fibrilas de

fibrina.
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Figura 15. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de transmisséo a partir da ZPL de
uma matriz de fibrina obtida em FF25 a 200xg /10 min com aumentos de 1. 25.000x; 2. 150.000x;
3. 100.000x € 4. 150.000x. A) Plaqueta em fase de ativagdo com aproximadamente 1,2um de
didmetro, exibindo membrana integra e conteudo citoplasmatico com formagdes granulares
eletrodensas; B) Granulo denso plaquetario integro de aproximadamente 350nm de diametro
com nucléolo eletrodenso tipico, pela alta concentragao de calcio, com didmetro de 180nm; C)
Plaqueta ativada exibindo membrana integra e exocitose de granulos. Zonas eletrodensas tipica
de granulos alfa, lissomos e mitocondrias na regido central do seu citoplasma. Pequenas areas
circulares claras de baixa eletrodensidade s&o sugestivas de canaliculos citoplasmaticos. D)
Ampliagdo da zona de exocitose plaquetaria com a exibicdo de granulos medindo entre 100 e
300nm. Na regido intracelular granulometria diversa e canaliculos citoplasmaticos.
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2.1.2. Densidade das matrizes de fibrina com e sem compactagao

mecanica;

Uma das principais formas de aplicagao clinica das matrizes de LPRF ¢é
no formato de membranas. Para tal é possivel utilizar mecanismos de
compressdo mecanica comprimindo-as manualmente com gaze estéril, 0 que as
torna mais desidratadas pela rapida absor¢do do soro, ou com o dispositivo
cirurgico Fibrinbox (Montserrat, Brasil) para compressdo mecanica que as
mantém hidratadas. Na Figura 16 sdo apresentadas micrografias de membranas
de LPRF comprimidas no formato de membranas exibindo alto grau de

compactagao evidenciado pela sobreposi¢cao de conjuntos de fibras e fibrilas de

fibrina.
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Figura 16. Micrografias da matriz de fibrina obtida em FF25 a 400xg /10 min com aumentos de
1.000x, 2.300x, 2.700x e 7.000x. A) Regibes de alta compactagédo da matriz de fibrina em forma
de membrana em fungéo do peso aplicado de 150 gramas durante 5 minutos para drenagem de
soro; B) Regides de menor densidade das fibras; C) Eritrocito esmagado na superficie da matriz

de fibrina.
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2.1.3. Presenca de artefatos exoégenos (ativadores do coagulo);

Os tubos usualmente utilizados para as coletas em sistema de vacuo para
analises sorolégicas podem ser de vidro sem adigao de nenhum agente quimico
ou tubos plasticos adicionados de ativadores de coagulo, éxido de silicio (SiO>),

impregnado em sua face interna®3.

O SiO2 amorfo comporta-se como promotor da ativagcdo plaquetaria
desencadeando aceleragdo da formagéao e retragdo do coagulo por oxidagéo do
fator XlI, fator de Hageman#**. Isso desencadeia a ativagdo por contato da via
intrinseca até a clivagem do fibrinogénio, culminando na rapida e amplificada

polimerizacédo deste em cadeias poliméricas.

A quantidade de silica impregnada nos tubos plasticos com ativador de
coagulo para tal proposito acelera a sobremaneira a retragdo do coagulo.
Enquanto no tubo de vidro o tempo de retracdo do coagulo ocorre entre 20 e 30
minutos, no tubo plastico impregnado de silica ocorre entre 10 e 15 minutos.
Esse tempo pode variar entre diferentes marcas por suas respectivas

concentracdes e fontes de silicio**.

O SiO2 tem sido utilizado na fabricagao de tubos para colegao a vacuo do
sangue para fins diagnosticos. Sua introducdo industrial ocorreu para prover
maior protecdo em biosseguranga, o que tem recebido atengdo e normativas
sanitarias internacionais. Entretanto, as matrizes de LPRF, utilizadas
terapeuticamente por reinser¢cdo no organismo, tém sido amplamente obtidas

nestes tipos de tubos nos ultimos anos, a partir das indicagbes metodoldgicas
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propostas por Dohan et al. 2006. Apesar de nao haver relatos na literatura de
citoxicidade ou agravos inflamatorios em decorréncias do SiO2, isto ndo € uma
prova veridica de sua inexisténcia, uma vez que a silica nas formas cristalina
octaédrica e amorfa atuam como potencial indutor na sintese de citocinas pro-

inflamatorias.

Dohan et al. 20074 demonstraram auséncia de citoxicidade em
hepatocitos, fibroblastos e queratindcitos humanos submetidos ao contato com
o SiO2 presentes nos tubos plasticos com ativador de coagulo. As formas
moleculares compactas cristalinas ou amorfas do SiO2> geram particulas com
densidade maior que dos elementos sanguineos. Isto parece conferir um certo
grau de seguranga em relacdo a sedimentagdo destas particulas durante a
centrifugagéo para obtencédo das matrizes de LPRF. Entretanto, é possivel que
tais particulas sejam capturadas durante a formagéo do coagulo. Para investigar
esta proposicdo matrizes de LPRF foram obtidas com dois tipos de tubos
plasticos com ativador de coagulo comerciais e analisadas por MEV. As Figuras

15 e 16 ilustram a impregnacao destas particulas no leito da matriz de fibrina.
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Figura 17. Micrografias da matriz de LPRF obtida em EBA200 a 400xg /12 min utilizando tubo
plastico com ativador de coagulo Vacuette (Greiner Bio-One, Brasil) com aumentos de 750x,
2.200x, 2500x, 3330x, 3500x e 7500x exibindo frustolas de diatomaceas plancténicas
entremeadas na matriz de LPRF. Também conhecidas como terra de diatomaceas, sdo utilizadas
na industria cosmética como esfoliantes. Sao arcabougos de didxido de silicio (SiOz2), por isto
alguns fabricantes de tubos para diagnostico in vitro as utilizam como ativador de coagulo A)
Staurosirella pinnata; B) Aulacoseira granulata; C) Thalassiosira eccentrica.

Figura 18. Micrografias da matriz de LPRF obtida em EBA200 a 400xg /12 min utilizando tubo
plastico com ativador de coagulo BD (Becton Dickinson, USA) com aumentos de 900x, 2.000x,
2500x, 3300x, 3500x e 3700x exibindo cristais de silica entremeados na matriz de LPRF. (A)
rede de fibrina; (B) particulas de silica envoltas por fibrina; (C) particulas compactas de silica
apresentando formas geométricas marcadas por superficies lisas com bordas e vértices
regulares.
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2.1.4. Caracteristicas morfolégicas dos eritrécitos aderidos a matriz

de LPRF
Os eritrécitos foram caracterizados como discos de superficie lisa
medindo 7,0 £ 1,0um, arredondados, bicbncavos e nao-bicdbncavos. Foram
observados em grandes concentragdes no sedimento proximal aderidos

imediatamente abaixo da ZPL.

A Figura 17 ilustra em (1) a morfologia tipica dos eritrocitos no formato de
disco bicéncavo no sedimento e em (2) um aglomerado de eritrécitos envoltos
por uma densa e superficial rede de fibrina. Este achado serve para explicar duas
situagdes que ocorrem durante a obtencédo da LPRF: a) a impregnagéo de uma
parte do sedimento na matriz que apresenta significativa resisténcia mecénica a
remocgao. Esta porgdo foi denominada de sedimento proximal e apresenta
resisténcia pela notoria presenca de fibrina; b) Em algumas ocasides o conteudo
de fibrina da matriz de LPRF fica diminuido apresentando matrizes

macroscopicamente reduzidas.

Nestes casos a polimerizag&o do fibrinogénio pode ocorrer precocemente,
até mesmo antes da centrifugagdo ou em seus instantes iniciais. Isto pode
ocorrer devido a venopungédo traumatica onde o bisel da agulha fica em intimo
contato com o endotélio venoso e a pressdo negativa do vacuo pode ser
suficiente para lesa-lo expondo o conteudo ao contato com o colageno
subendotelial. Em ambos os casos de precoce polimerizagao os eritrocitos, por

causa da sua densidade elevada, “capturam” a fibrina para o sedimento.

140



Os eritrocitos observados na matriz de LPRF também foram manifestos
na forma de equindcitos (hemacias crenadas) com a exibig¢ao tipica de projecdes
em espiculas e com formatos poliédricos, especialmente no sedimento proximal,
em zonas adjuntas a ZPL. Estes eritrocitos poliédricos foram observados apenas
nas matrizes fixadas apos a retragao do coagulo, Figuras 17:5-6. Weisel et al,
2015447 observaram que tal alteragdo morfoldgica nos eritrocitos ocorre em
fungdo da retragdo natural do coagulo, mas com maior expressividade em
coagulos onde pode ser observada a alta concentragdo de calcio, como por
exemplo em trombos arteriais em decorréncia da ruptura de placas
aterosclerdticas. As observagcbes de Weisel e colaboradores podem ser
correlacionadas ao achado experimental do presente estudo devido a alta
concentracdo de plaquetas ativadas que tornam o microambiente da LPRF

enriquecido em calcio pela degranulagé&o dos granulos densos plaquetarios.

Figura 19. 1. Micrografias da porgéo proximal do sedimento de eritrocitos de uma matriz de
fibrina obtida em EBA a 400xg / 10 min com aumentos de 900x, 1.200x, 1.500x, 3.000x, 8.500x
e 11.000x. Sedimento com eritrocitos aglomerados (A); Eritrocitos em formato natural, disco
biconcavo (B); 2. Coagulo nao-retraido com eritrécitos retidos por rede periférica de fibrina (C),
area densa de fibrina tangente a parede do tubo (D); 3. Regiédo superficial de coagulo retraido
(E); eritrocitos em formatos poliédricos no centro (F); 4. Eritrocitos em formato poliédrico (F1); 5.
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Eritrécitos compactados exibindo encaixe de adaptacao; 6. Superficie dos eritrécitos exibindo
faces poliédricas lisas com delimitagdes lineares com conjugagbes em vértices.

2.1.5. LPRF x matriz extracelular conjuntiva x colageno xenégeno.

A matriz de LPRF tem sido referenciada na literatura como um
microambiente natural que mimetiza a matriz extracelular (MEC) atuando como
arcabouco primordial nos mecanismos de reparo. As analises microscopicas por
MO e MEV comparativas entre a matriz de LPRF, uma amostra de MEC obtida
de material humano cadavérico e da matriz de colageno de origem bovina
Lumina coat (Critéria, Brasil) apresentou a similaridade da organizacao fibrilar
ilustrando também as diferencas de magnitudes entre elas. Os feixes de fibras
de fibrina apresentaram didmetro médio de 0,25um e as fibras colagenas bovina
apresenta diametros variaveis entre 90 e 250um e as fibras colagenas humana

de 1 a 20pm.

Figura 20. Micrografia obtida por microscopia optica coradas com HE com aumento de 40x. A)
matriz de fibrina leucoplaquetaria; B) Matriz de colageno. 2. Micrografia obtida por microscopia
optica coradas com HE com aumento de 400x. 1. matriz de fibrina leucoplaquetaria; C) fibra
colagena. As imagens 1 e 2 demonstram as diferentes magnitudes, a intensa coloragéo basofilica
das fibras colagenas e impregnagao da matriz de fibrina no leito da matriz de colageno.
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Figura 21. 1. Micrografia do corpo da matriz de LPRF com densa e entremeada rede de fibrina
com aumento de 1200x. 2. Matriz de fibras colagenas humana observada em tecido cardiaco
subendotelial com aumento de 170x. Este fragmento foi obtido no estudo de caracterizagéao
morfoldgica ultraestrutural de lesbes endoteliais a partir de tecido cadavérico com a devida
aprovagao pelo CEP da Faculdade de Medicina - UNB. As imagens por MEV foram obtidas
durante o estudo de caracterizagdo morfolégica da fibrina leucoplaquetaria autéloga. 3,4,5e 6
Micrografias da membrana de colageno xenégeno Lumina Coat (Critéria, Brasil) impregnada com
LPRF em fase liquida com aumentos de 370x, 1000x, 2.700x e 3.000x. Rede de fibrina (A)
recobrindo os espagos entre as espessas fibras colagenas (B).

2.1.6. Integridade estrutural e rugosidade superficiais das fibras e

fibrilas de fibrina em fungao do tempo.

O tempo de permanéncia de um coagulo diz respeito ao periodo
demandado pelo organismo para sua reorganizagdo por meio da colonizagéo
celular e neoformagao e um matriz substitutiva no leito afetado. A fibrindlise é o
evento que promove a desorganizagao polimérica da rede de fibrina liberando
fibrinopeptideos no leito, bem como outros substratos proteicos aderidos a sua
rede fibrilar. A observagao deste fendbmeno in vitro demonstrou que diante das
variacdes paramétricas experimentais do presente estudo a maior faixa de FCR
empregada provocou precocidade na desorganizagao fibrilar e desprendimento
do conteudo proteico impregnado. Isto estd demonstrado pela analise do

didametro das fibras e feixes de fibras de fibrina nas figuras 22 e 23 e ilustrado
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pela analise microscopica por MEV na figura 24. A relevancia deste achado pode

ser associada ao destacamento de moléculas e particulas impregnadas nas

fibras de fibrina.
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Figura 24. A-E Micrografias de fragmentos do corpo da matriz de LPRF obtidos com FCR de
200, 400 e 800 g e fixados em intervalos de 0, 7 dias com aumentos de 10.000x e 20.000x. A-C
representam as caracteristicas de cada matriz obtida a fresco exibindo organizagao com fibras
integras com didmetro médio de 0,34 + 0,18um, 0,21 £ 0,08um € 0,22 + 0,12um, respectivamente
com FCRs de 200, 400 e 800 x g. No intervalo de 7 dias as matrizes D e E apresentaram minima
variagao, entretanto, a matriz F exibiu significativa redugao no didametro médio das suas fibras
(0,19 £ 0,04pm). No intervalo de 14 dias, as matrizes H e | apresentaram diametros de 0,24 +
0,06pm e 0,19 + 0,06pm respectivamente, e exibiram os primeiros sinais de descontinuidade da
matriz com desprendimento de particulas de sua estrutura. Estes sinais foram observados na
matriz J (200 x g) apenas no intervalo de 21 dias onde suas fibras exibiram didmetros médios
de 0,24 £ 0,06um. O grau de rugosidade superficial foi associado a manutencdo da estrutura
fisica das fibras e fibrilas de fibrina para caracterizar, in vitro, o nivel de fibrindlise sofrida pela

matriz em fungéo da FCR aplicada.
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3. Discussao

Devido a diversidade de elementos abordados neste capitulo, a discussao
sera organizada em tépicos referendados na metodologia e nos resultados para

facilitar a associacao, interpretacéo e criticas do leitor.

3.1. Avaliagao macroscoépica

Uma vez que a distribuicido celular e plaquetaria na LPRF apresentou-se
intimamente relacionada a angulagdo do rotor e a sedimentagdo, estes
parametros merecem a devida observagao na reproducdo metodoldgica, pois
exercem influéncias nos aspectos morfoldgicos macroscopicos e microscopicos.
Existem relatos comparativos na literatura que avaliaram métodos distintos sem
considerar tais caracteristicas de cada equipamento utilizado, o que pode
provocar conclusdes equivocadas sobre os aspectos morfoldgicos das matrizes
de LPRF34! A angulagao do rotor influencia o raio do rotor, bem como a forga
de centrifugacgéo aplicada sobre o sangue total. Estas influéncias sao suficientes

para alterar os aspectos morfoldgicos da matriz de LPRF*'.

Em nivel macroscopico a eleigdo do angulo de 25° gerou uma area de
superficie na ZPL 37% maior que os outros angulos investigados, bem como na
distensao total do coagulo de fibrina e suas respectivas membranas. Embora
esta caracteristica pare¢ca ndo configurar nenhuma vantagem clinica ja
experimentada, em casos de tratamento de grandes ulceras do membro inferior
pode caracterizar e fortalecer o uso racional do sangue extraido por demandar
menores volumes para cobrir a superficie de determinado leito afetado pois

proporcionou a obtengdo de membranas 13,6% maiores. Outro aspecto
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fundamental observado nesta angulagéo de rotor foi o favorecimento da difusédo
do conteudo celular na fragdo sobrenadante apresentando células e plaquetas
impregnadas em quase toda a extens&o do corpo do coagulo, e ndo apenas na

ZPL.

3.2. Avaliagao microscopica

A avaliagao por microscopia Optica revelou a estratificacdo seletiva dos
elementos sanguineos, devido a diferenca de densidade entre distintos
elementos figurados. No presente estudo nao foi observada nenhuma diferenca
histologica significativa quando comparada aos relatos da literatura, embora seja
indicado um estudo de histomorfometria com marcagao por imunohistoquimica
para uma melhor compreensao da distribuigdo celular em fungdo da angulagao
do rotor. Ghanaati et al. 2014, demonstraram uma maior presencga de neutréfilos
distribuidos na malha de fibrina ao elegerem a faixa de centrifugagéo de 200 x
g. No presente estudo, mesmo sem a realizagdo de imunohistoquimica, foi
observada a alta concentracdo mononuclear na ZPL apenas por analise

histologica convencional pela coloragéo classica com hematoxilina e eosina.

3.3. Organizagao estrutural da matriz de LPRF
As analises histologicas comparativas entre as angulagdes de rotores
serviram para ilustrar o efeito de “empuxo” da difus&o de centrifugagcéo fazendo
com que o conteudo leucoplaquetario ndo permanecesse adstrito a ZPL mas
disperso em toda extensdo do coagulo. A figura 10 demonstrou em

magnificagcdes de até 200x a organizagao diferencial na distribuicdo celular.
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A inclinagdo dos tubos foi estabelecida como variacdo paramétrica
experimental em fungdo das forgas friccionais durante a centrifugagdo. No
presente estudo foram investigados os efeitos de diferentes angulos fixos. A
aceleragdo angular da centrifugagdo mecanica gera um campo gravitacional
artificial constituido por um sistema de forcas onde a FCR é apenas um destes
componentes. Outros constituintes deste campo s&o a forga centripeta, as forgas
friccionais de sedimentacdo e empuxo, estas diametralmente opostas sao
atuantes na estratificagdo por gradiente de concentragdo. Deste modo forcas
perpendiculares atuantes no plano de colisdo, a parede distal do tubo, fazem
com que parte do conteudo seja sedimentada e outra suspensa por difusdo em
funcdo da densidade relativa dos componentes sanguineos*® de acordo com o

coeficiente de sedimentagéo de cada elemento figurado do sangue*3-5°,

3.4. Integridade morfolégica celular e plaquetaria

Dohan et al. 2017 avaliaram distintas centrifugas utilizadas para a
obtencdo das matrizes de LPRF e identificaram alteragdes conformacionais
sobre tipos celulares presentes na matriz de fibrina associando este evento ao
impacto sofrido durante a centrifugagdo*'. A manutengdo da integridade celular
apos os ciclos de centrifugagcdo € uma aspecto de grande relevancia pois sua
degradagao precoce, ocorrida durante o seu processamento, pode inviabilizar
muitas respostas biologicas esperadas. O presente estudo demonstrou a
manutengcdo da integridade celular diante das diferentes condigbes
experimentais, onde nenhuma das centrifugas utilizadas promoveu degradacéo
celular e plaquetaria, deste modo, corroborando para a ampliacdo de utilizagcao

de diferentes equipamentos para estes fins3.
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3.5. Densidade da matriz com e sem compactacao

A organizagéao estrutural da matriz de fibrina exibe um conjunto de fibras
de fibrina entrelagadas configurando um ambiente tridimensional. A sua
aplicacao no leito terapéutico exige algumas conformacgdes fisicas obtidas por
modelamento mecénico como a compactacdo. Dohan et al. 20042° propuseram
a utiliacdo de um dispositivo para realizar compactagdo mecanica dos coagulos
de fibrina sem desidratagcdo exacerbada denominado prf-box. Este utensilio
sofreu adaptacdes e representa um artificio indispensavel no preparo das
membranas de LPRF. O presente estudo caracterizou microscopicamente este
efeito, onde ficou demonstrado o alto grau de compactagdo das matrizes de
fibrina. Esta configuracéo, aliada a retragdo natural do coagulo, confere a matriz
um alto grau de elasticidade e resisténcia mecénica, o que favorece a sua
aplicagdo como artefato de cobertura em leitos cirurgicos permitindo que seja
suturada as bordas das feridas devido ao alto grau de elasticidade e resisténcia

mecéanica.

3.6. Artefatos exégenos
Uma importante observacdo microscopica feita neste estudo foi a
impregnacgao de distintas particulas de silica na matriz de LPRF obtidas em tubos
plasticos com ativadores de coagulo. Tubos de duas marcas comerciais
apresentaram extratos de silicio de fontes diferentes, sendo uma delas uma
composicao de carapacgas de diatomaceas. Estes produtos oxidantes foram

concebidos para ativacdo de coagulo para finalidades diagndsticas in vitro.
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Apesar de serem dispositivos estéreis para assegurar a confiabilidade de
ensaios laboratoriais, sanitariamente s&do classificados como In Vitro Device
(IVD). Segundo as normas sanitarias internacionais, produtos processados,
inclusive o sangue e seus derivados, bem como dispositivos de manipulagao,
devem possuir classificagao Medical Device (MD). Na Europa O regulamento EU
2017/745 do parlamento europeu e do conselho ja recomenda o desuso dos
tubos fabricados para fins laboratoriais e a adogdo de dispositivos com
classificagdo MD para tais fins. A empresa Silfradent em Santa Sofia, Italia é uma
das pioneiras nesta adequacdo e ao lado da Process francesa e da Intralock
americana, ja dispde destes dispositivos com tal classificacdo. No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ainda ndo se manifestou até o presente
momento, por meio de norma técnica regulamentadora, acerca dos aspectos
sanitarios relacionados a producdo da LPRF. Contudo, apesar desta adequacéao
sanitaria internacional, ndo houve na literatura nos ultimos 20 anos até o
presente momento nenhum relato de citotoxicidade ou insucessos terapéuticos
que pudessem estar associados ao uso de tubos IVD*. Entretanto, Tsujino et al.
2019 indicaram potenciais riscos pela utilizagdo de tubos contendo silica amorfa

como ativador de coagulo®®.

Os ativadores de coagulo, como foram concebidos para acelerar a
polimerizac&o do fibrinogénio e a consequente retragdo do coagulo, ao longo da
nossa experimentacdo laboratorial foram observadas diferencas nas

carateristicas macroscoépicas da LPRF entre os tipos de tubos avaliados.
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3.7. FEritrécitos poliédricos e retragao do coagulo
A retragdo ou contragdo do coagulo € um mecanismo fisioldgico natural
apods a sua formacgao para promover reducao volumétrica, liberar o excesso de
soro sanguineo e promover selamento fisico local onde os eritrécitos atuam na

formacg&o de uma barreira fisica®'.

A contragdo do coagulo exerce muitos efeitos na fisiopatologia da
hemostasia e do reparo dos tecidos. A contragdo modula os efeitos fibrinoliticos,
alterando a permeabilidade do coagulo e a organizagao tridimensinal das fibras
e fibrilas de fibrina. Isto também promove a compactagao dos eritrocitos em
formatos poliédricos reduzindo o espaco intercelular, o que contribui para criar
uma vedagao impermeavel no local da lesdo. Este foi um aspecto morfologico
observado e caracterizado no presente estudo. As hemacias poliédricas
apresentaram faces, bordas e vértices constituindo a acomodacéo estatica e
funcional de uma verdadeira barreira. Os eritrocitos poliédricos com fibrina e
plaquetas na superficie formando um selo impermeavel que confere resisténcia

a fibrindlise*s.

Em nivel circulatorio, a contragao atrai os coagulos para a superficie da
parede do vaso, evitando que obstruam o fluxo sanguineo, mantendo assim a
efetividade circulatéria local e sistémica. E no reparo tecidual une as bordas da

ferida, tornando esse processo importante nos estagios iniciais da cicatrizagao®2.
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Alguns dos efeitos clinicos das matrizes de LPRF como o potencial
hemostatico topico*? e a capacidade de protegdo dos leitos cirdrgicos pela
resisténcia mecéanica e elasticidade®® s3o devidas as caracteristicas
morfologicas estruturais dos coagulos retraidos de LPRF. Neste aspecto a
porcdo proximal do sedimento de eritrcitos, que corresponde a regido
imediatamente abaixo da ZPL, e também possui fibrina entremeada e concentra
plaquetas e leucdcitos. Cines et al. 201446 demonstraram o empacotamento de
eritrocitos em formas poliédricas em coagulos enriquecidos com plaquetas, que
corroboram com os achados do presente estudo que evidenciou que as matrizes
de LPRF apresentaram formacgdes poliédricas em eritrocitos nas zonas
terminais.

Sendo a matriz de LPRF um coagulo isento de eritrécitos pelo processo
de centrifugac&o ocorre um aumento na concentracdo estratificada dos outros
elementos figurados do sangue envolvidos pela densa e resistente malha
tridimensional de fibrina. Entretanto, os achados morfolégicos da porgéo
proximal do sedimento de eritrocitos do presente estudo associados aos
achados de Cines et al. 20145, Tutwiler et al. 2018*” e Weisel e Litinov, 2019%"
serviram para fundamentar os beneficios eventos biologicos importantes
relacionados ao reparo tecidual, especialmente no controle hemostatico pelo
selamento mecanico dos poliedrécitos como pela reducéo da fibrindlise. Deste
modo, & possivel aplicar o conceito do uso terapéutico racional do sangue
humano na obtencido da LPRF para cumprir todos os potenciais papéis clinicos

que possa cumprir®*,
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3.8. Comparacao estrutural entre fibrina e matriz de colageno

Nas cirurgias reconstrutivas do complexo bucomaxilofacial,
especialmente com o emprego de substitutos 6sseos, sdo comumente aplicados
principios de regeneragao 6ssea guiada (ROG). Um dos fundamentos da ROG
€ a separacgao fisica com membranas ou barreiras para cobertura dos leitos
enxertados nos eventos cirurgicos. Aléem de prover estabilidade mecanica ao
conjunto, o uso de membranas impede o transito celular entre o tecido 6sseo
enxertado e os tecidos moles que recobrem este leito, inclusive o peridsteo. O
proposito disto é impedir que células do tecido mole migrem para o interior do
enxerto e devido a rapida proliferacdo ocupem o espacgo pretendido para

neoformacéo ossea.

Este principio, relacionado ao transito celular, parece apresentar um
equivoco biolégico conceitual, uma vez que as células progenitoras 0sseas séo
oriundas porgdes perivasculares dos tecidos adjacentes, hematopoiético,
enddsseo e especialmente do periosteo. Deste modo, o uso de barreiras e
membranas pode privar o leito dos enxertos do suprimento das células
progenitoras periosteais. O sucesso terapéutico da ROG pode estar mais
relacionado a estabilidade cirurgica proporcionada que ao conceito da
seletividade celular. Cabe ainda salientar que o fator predisponte do aumento de
fibrose no interior dos leitos 6sseos enxertados estdo mais relacionados aos
eventos de hipoxia local e auséncia de estabilidade adequadas provocando
menor grau de angiogénese local e consequente diferenciagdo de ceélulas

progenitoras em fibroblastos e fibrocitos®®6. Com a crescente utilizagdo da
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LPRF em forma de membranas de revestimento nas cirurgias reconstrutivas
houve um interesse em compreeender se elas seriam eficazes na ROG em

substituicdo as membranas xendgenas de colageno®-’.

Miron et al. 2017 demonstraram que em fungdo da fibrindlise as
membranas de LPRF ndo se mantém no leito por periodo prolongado a fim de
cumprir tal fungédo. Entretanto, em grandes reconstrugdes recomenda-se sua
combinagado com uma membrana de colageno para fins de estabilizagdo. Nestes
casos a combinacgao, € recomendavel aplicando membrana de LPRF sobre as
membranas de colageno. Deste modo, aceleraram o fechamento das feridas, e
Ihes conferem protegcdo mecanica e antibacteriana reduzindo a taxa de
complicagdes®”’.

O presente estudo demonstrou as caracteristicas estruturais
comparativas entre as membranas de colageno e de LPRF, bem como a
associcao entre as duas.

As matrizes de colageno apresentam conteudo fibrilar de diferentes
magnitudes, constituidas por fibras colagenas (1-20um); fibras reticulares (20-
40nm) e fibras elasticas, compostas por elastina (0,1 a 0,2um) e fibrilina
(10nm)®%. As fibras de fibrina medem cerca de 0,2-0,4uym, assemlhando-se

estruturalmente com a elastina das fibras elasticas.
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3.9. Fibrindlise in vitro

O estudo da fibrindlise possui duas vertentes de grande relevancia,
primeiro por sua funcdo intravascular antitrombdética, e depois pela atividade
extravascular na degradagdo da matriz extracelular e no remodelamento

tecidual®®.

Existe um antagonismo fisiolégico da fibrindlise entre os meios intra e
extravascular. Dentro dos vasos a fibrindlise fisiolégica previne contra o
tromboembolismo e neste aspecto quanto mais eficiente for o papel dos
angentes fibrinoliticos mais rapida sera a degradacdo da matriz de fibrina do
coagulo intravascular. J4 no meio extravascular, onde a fibrina representa um
arcabouco funcional temporario nos tecidos lesados, é possivel que uma
lentificacdo da fibrindlise possa representar beneficios na reorganizagédo dos
tecidos lesados ou mesmo proporcionar aplicagcdes terapéuticas da matriz de

fibrina para fins regenerativos®.

A investigacao da fibrindlise tem sido feita por métodos laboratoriais quali-
quantitativos focados nos metabdlitos pré e anti-fibrinoliticos envolvidos no
processo, tais como a plasmina tecidual (tPA), a plasmina urokinase (UPA), a a.-
antiplasmin, a aaz-macroglobulina, dentre outros. Estes ensaios possuem
grande relevancia na esfera clinica para diferenciar condigbes patoldgicas e

indicar a terapéutica adequada®®-%'.
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Entretanto, no contexto do presente estudo, a avaliacdo da fibrindlise
objetivou comprender o seu comportamento extravascular, contudo limitada a

analise in vitro.

A fibrindlise experimental observada pela grande magnificagdo
microscoépica permitiu-nos observar o desarranjo estrutural superficial das fibras

de fibrina em fungédo da FCR aplicada.

As condicdes metodologicas experimentais demonstraram mudangas de
padréo na manutencao estrutural do arcabouco de fibrina, onde a aceleragao da
fibrindlise apresentou-se diretamente proporcional a FCR aplicada. Isto ndo
configura, neste primeiro momento, nenhuma relagdo de vantagem ou
desvantagem, mas de possiveis aplica¢des terapéuticas especificas em fungéo
da demanada tissular local. A fibrindlise mais lenta podera permitir integracéo
celular prolongada, maior grau de vascularizagao e protegao fisica duradoura ao
leito afetado, como por exemplo em demandas da regeneragdo 6ssea guiada.
Por outro lado, sendo mais rapida pode promover liberagéo precoce de possiveis
ativos terapéuticos incorporados intensificando uma terapéutica local, uma vez

que a matriz de fibrina pode ser entendida como um drug delivery system®254,
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Conclusao

Os resultados apresentados neste capitulo de caracterizagdo morfologica
pelos aspectos macro e microscopicos da matriz de LPRF permitiu a
identificacédo de fatores influentes em sua organizagao tridimensional como:

1. As trés FCRs experimentais, bem como as 3 centrifugas utilizadas n&o
promoveram destruicdo celular e/ou plaquetaria;

2. A reducdo do angulo para 25° promoveu maior espalhamento e
distribuicao dispersiva do conteudo celular bem como a distribuicdo estratificada
em funcdo da densidade de cada componente sanguineo;

3. A presencga de artefatos exdgenos presentes nos tubos destinados ao
diagndstico in vitro pode caracterizar um ponto de fragilidade sanitaria e a
indicagao de tubos isentos de aditivos devera ser uma tendéncia metodologica
para o uso clinico dos concentrados sanguineos;

4. A elevacédo da FCR aumentou o grau de fibrindlise.

Estes dados apontam para um maior esclarecimento sobre as variagbes
metodologicas existentes na obtengdo das matrizes de LPRF, onde devem ser
entendidos como opgdes para gerar produtos com caracteristicas proprias com
diferentes indicagbes especificas e n&o graus de superioridade em fungao de
metodologias autorais e comerciais que dificultam o entendimento dos potenciais
biologicos desta matriz. Somente os estudos clinicos prospectivos poderao
trazer respostas acerca das reais influéncias sobre os progndsticos de
aplicagdes terapéuticas com especificidades de variagdes metodologicas. O
presente estudo traz elementos ainda nao descritos na literatura internacional
sobre a LPRF e isto aumenta as perspectivas de suas aplicag¢des clinicas, tendo

sido esta a motivacao e o foco principal deste trabalho.
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Capitulo 4

Liberacao de VEGF

A CINETICA DA LIBERAGAO DO FATOR DE CRESCIMENTO DO
ENDOTELIO VASCULAR (VEGF) EM FUNGAO DO TEMPO DE
CENTRIFUGAGAO, DA FORGA CENTRIFUGA RELATIVA
APLICADA E DO TIPO DE TUBO UTILIZADO NA OBTENGAO DE

ESPECIMES DE FIBRINA LEUCOPLAQUETARIA.
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RESUMO

A cinética na liberagao de fatores de crescimento € um comportamento biolégico
dos concentrados plaquetarios que pode ser alterado em funcdo de variagdes
metodologicas. O presente manuscrito tragou um comparativo na cinética da
liberacdo do VEGF observando a influéncia de 3 aspectos metodoldgicos
usualmente empregados na obten¢do da LPRF: o tipo de tubo em fungao da
presenga de aditivos pro-coagulantes; a FCR empregada na zona de maior
concentragdo leucoplaquetaria do agregado e o tempo de centrifugacgéo.
Amostras de sangue humano foram utilizadas para obter matrizes de LPRF com
tubos de vidro e tubos de plastico com ativador de coagulo. Utilizando a
centrifuga FibrinFuge25 foram aplicadas trés forgas g (200, 400 e 800 x Q)
durante 5, 10 e 15 minutos. As analises quantitativas foram realizadas por
citometric bead array (CBA) e demonstraram que o emprego de 200 x g
apresentou desprendimento lento com baixas concentragdes nos primeiros
intervalos e 800 xg apresentou desprendimento e liberagdo precoce de
concentragbes elevadas, ja os experimentos com 400 xg apresentaram os
menores niveis. O uso do tubo de vidro gerou maiores concentragdes liberadas
de VEGF durante todo o intervalo experimental. O objetivo deste estudo foi
verificar a cinética da liberagao deste FC em fung¢ao dos diferentes parametros
metodologicos experimentais sem preconizar nenhum método comercial ou
protocolo especifico. Esses dados experimentais contribuirdo para o
entendimento dos efeitos das variagdes paramétricas nos métodos de obtencao
da matriz de LPRF.

Palavras-Chave: Fibrina, Centrifugagdo, Forca g, Fatores de crescimento,

ultraestrutura
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ABSTRACT

The kinetics in the release of growth factors is a biological behavior of platelet
concentrates that can change due to methodological variations. The present
manuscript presents a comparison of VEGF release kinetics observing three
methodological aspects usually employed in obtaining LPRF: the type of tube
depending on the presence of procoagulant additives; the FCR used in the zone
with the highest platelet concentration and centrifugation time. Human blood
samples were used to obtain LPRF matrices with glass tubes and plastic tubes
with clot activator. Three g forces (200, 400, and 800 x g) applied for 5, 10, and
15 minutes. Quantitative analyzes performed by cytometric bead array (CBA) and
demonstrated that the use of 200 xg showed slow release with low concentrations
in the first intervals, and 800 xg showed detachment and early release of high
levels, whereas experiments with 400 xg showed the lowest levels. The use of
the glass tube generated higher concentrations of VEGF released throughout the
experimental interval. This study aimed to verify the kinetics of the release of this
FC according to the different experimental methodological parameters without

recommending any commercial method or a specific protocol.

Key-Words: fibrin, centrifugation, g-force, vascular-endothelial growth factor,

leukocyte platelet-rich fibrin
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1. Introducao

A liberagao lenta dos fatores de crescimento plaquetarios (FC) parece ser
um dos aspectos mais vantajosos da Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos
(LPRF) quando comparada a mesma agao do Plasma Rico em Plaquetas
(PRP)'-3. Esta liberagéo lenta esta fundamentada ndo apenas na composigao e
concentragao celular e plaquetaria do concentrado sanguineo, mas também na
organizagdo tridimensional da rede de fibrina*, na incorporagdo de
microparticulas circulantes® e glicoproteinas adesivas®’ que Ihes proporcionam

protecao proteolitica durante sua permanéncia nos leitos em reparo tecidual®.

O comportamento biolégico dos concentrados plaquetarios pode sofrer
variagbes a depender do método de obtengdo® gerando discrepancias na
liberacdo dos fatores de crescimento, na concentragdo e integridade do

conteudo leucoplaquetario e na organizagao estrutural da rede de fibrina™.

Fatores de crescimento sdo agentes peptidicos oriundos da degranulagéo
plaquetaria, bem como de leucdcitos''? que atuam como sinalizadores
celulares nos mecanismos de transdugado, transcricdo génica e traducgédo
modulando as atividades de quimiotaxia, migragéo, proliferagdo e diferenciagcéo
celular dependentes de ativagao por receptores tirosina cinase's.

Dentre os FC de origem plaquetaria, o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), é um dos principais agentes angiogénicos liberados pelos a-
granulos plaquetarios™. Outros importantes FCs plaquetarios ligados a
promogdo da neovasculogénese sdo o fator de crescimento derivado de

plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb)'5-7.
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Entretanto, dentre os agentes plaquetarios existem outras moléculas que atuam
como moduladores inibitorios para controlar o nivel de vasculogénese. Dentre

eles destaca-se o fator de crescimento transformante beta (TGFbeta).

Durante a formagdo do coagulo os FC liberados apos a ativagao
plaquetaria inserem-se na superficie adesiva das fibras e fibrilas de fibrina'®1°.
Este mecanismo protege-os da protedlise durante a fase inflamatéria do
reparo®®. Deste modo o seu desprendimento desta matriz acompanha a
fibrindlise, que ocorre de forma lenta e gradual, e € modulada pelas proprias
plaquetas e microparticulas plaquetarias que também modulam a acdo de
agentes fibrinoliticos como a a2-macroglobulina, a trombomodulina e o
plasminogénio?’?2. Deste modo coagulos com altas concentragdes de plaquetas

s30 mais resistentes a fibrindlise™.

A sintese dos FC é feita pelos megacariocitos que por movimentos
citoplasmaticos de expansao desprendem vesiculas envoltas por biomembranas
- as plaquetas - que desempenham importantes mecanismos celulares de
sinalizagdo, mesmo n&o sendo células em stricto senso devido ao seu contéudo

proteico .
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Tabela 1. Conteudo dos a-granulos plaguetarios

Classificagao Metabolitos
Agentes Fibrinoliticos a2-macroglobulina e plasminogénio
Fatores da Coagulagao Fator V, Fator VIII e multimerina
Fatores de Crescimento e FGFa, FGFb, EGF, HGF, IGF1, TGFR1, VEGF-A, VEGF-C,
Angiogénicos PDGF
Imunomoduladores 31H Globulina, Fator D, IgG e C+ inibidor
Moléculas de Adesao P-Selectina - CD62, CD40, Fator de von Willebrand,

Trombospondina, Fibrinogénio, Integrina allbf33, integrina av33
e Fibronectina

Outras Proteinas Albumina, a1-antitripsina, Gas6, Glicoproteina rica em histidina,
Quininogénio de alto peso molecular, osteonectina, protease
nexina-ll

Quimiocinas Proteinas plaquetarias basicas, Fator4 e 3-tromboglobulina , IL-

8, EVA-78, CCL-3, CCL-5, CCL-7, CCL-17, CXCL1, CXCLS5.

Adaptado de Platelets 2nd Edition 2007. Academic Press. Alan D Michelson. A tabela 1 apresenta a vasta
composicao de peptideos e proteinas residentes nos a-granulos plaquetarios e ajudam a explicar a diversidade
funcional que as plaquetas exercem.

Os FC estéo classificados em familias®. Deste modo, os varios agentes
exercem papeéis sinérgicos e antagbnicos sobre a resposta celular,
estabelecendo um complexo mecanismo de comunicagdo intercelular,
transdugdo, transcrigdo génica e tradugio'. Tal diversidade funcional esta
associada a sua concentragdo local®®. Variagbes minimas de concentracgoes,
mesmo ao nivel de picogramas/mL (10-'2 pg/mL) podem ser determinantes para
alterar ou intensificar determinada resposta biologica?*. Em esséncia a ativagédo
das respostas celulares mediadas pelos fatores de crescimento sé&o
dependentes de sua concentragcdo proporcional, onde sao determinantes

diferenciais para o tipo de atividade a ser desempenhada?®.

Tais caracteristicas nos remete a sua modulagéo funcional, ou seja, estes
fatores atuam estimulando, controlando e também inibindo a exacerbagao de
respostas sinalizadoras onde suas atividades se processam?. Deste modo é

possivel conceber que as atividades dos FC sejam moduladas por mecanismos
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neuroendocrinos e imunologicos como integracdo de diferentes papéis
biolégicos controlando o crescimento celular garantindo-o de acordo com a
demanda local®®?’. A tabela 2 sumariza um conjunto de moléculas de origem
plaquetaria que atuam na modulagdo da angiogénese ilustrando papéis

sinérgicos e antagdnicos relacionados a este controle fisiologico.

A familia VEGF é composta por um grupo de moléculas semelhantes
(isoformas), codificadas por unico gene e constituida por diversas proteinas
identificadas por letras (VEGF - A a F) e também pelo fator de crescimento
placentario'2, Usualmente referenciada apenas como VEGF atua por meio dos
receptores celulares do VEGF (VEGFR1, 2 e 3) que séo receptores tirosina
cinase e desempenham papel fundamental na diferenciacdo de células
perivasculares em endoteliais que sdo fundamentais no reparo vascular e na
angiogénese'®, sendo por isto caracterizado como um dos principais agentes

angiogénicos.

Como as plaquetas séo as responsaveis diretas pela liberagao da familia
VEGF, existem evidéncias do aumento da atividade angiogénica, in vivo, nos
leitos cirurgicos pela aplicagdo de concentrados plaquetarios em forma de
coagulos potencializados®'™ cuja plaquetometria suprafisiolégica pode
corresponder cerca de 200% a partir concentragao fisiolégica de um coagulo de

sangue total?32°
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Tabela 2. Ativadores e inibidores angiogénicos de origem plaquetaria

Ativadores

Inibidores

Agente

Atividade

Agente

Atividade

Fator de Crescimento do
Endotélio Vascular - VEGF

Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas -
PDGF

Fator de Crescimento
Fibroblastico Basico - FGFb

Fator de Crescimento
Epidermal - EGF

Fator de Crescimento
Hepatocito - HGF

Fator de Crescimento
Insulinico - IGF

Angiopoietina — Ang-1

Fosfolipideos Plaquetarios -
PPs

CD40L e CD154

Metaloproteinases - MMPs

Heparanase

Principal angiogénico de
origem plaquetaria;
quimioatrativo de células
endoteliais (CEs); aumento da
permeabilidade vascular; atua
nos estagios iniciais do reparo.
Quimioatrativo de fibroblastos e
midcitos lisos; contribui na
maturagao vascular; atua nos
estagios avangados.

Atua como quimioatrativo e na
proliferagcéo de CEs; Forte
ativador angiogénico.
Ligante do receptor EGFR
expresso em células
mesenquimais e epiteliais; A
ativagdo do EGFR aumenta a
formagao de tubulos, a
migragao e a mitose; aumenta
o efeito pro-angiogénico do
IGF.

Potente mitogénico de
diferentes tipos celulares,
incluindo CEs. Peptideo de
HGF derivado de plaqueta tem
papel antagonista na
agregacao plaquetaria induzida
por trombina (Modulagéo da
atividade)

Possui estrutura homéloga a
insulina. Possui receptores em
CEs e outros tipos; Facilita a
motilidade celular e a formagéao
tubular.

Induz migragéo endotelial,
formagéo tubular e brotamento;
N&o induz proliferagao
endotelial.

Séo fosfolipidios de membrana
que atuam na diferenciagéo
génica de CEs. Estimulam
quimiotaxia, mitose e formagéo
de tubulos capilares.
Moléculas expressas na
superficie plaquetaria ativam a
sintese do fator de ativagao
plaquetaria e estimulam a
angiogénese.

Séo clivantes da matriz
extracelular. Facilitam a
migragao celular e a
proliferagcéo endotelial.

Endoglicosidase clivante de
heparan sulfato. Libera na
matriz agentes angiogénicos
associados com a heparan
sulfato.

Angiostatina

Trombospondina — TSP-1

Fator 4 Plaquetario — PF4 ou
CXCL4

Inibidor Tissular de
Metaloproteinase - TIMPs

Endostatina

Fator de Crescimento
Trasformante Beta - TGFb

Potente inibidor gerado pela
clivagem do plasminogénio;
Liberada apds a ativagao
plaquetaria; Plaquetas
agregadas (Pelet) diminuem a
liberagéo de plasminogénio.

Potente inibidor da proliferagao
e formagao tubular de CEs. E
uma lecitina enddgena. Liga-se
ao CD36, ativa a caspase-3 e
estimula apoptose de CEs.

Desempenha potente papel
angiostatico por inibi¢ao ligante
de outros GFs como FGF

CEs, mas estimula a formagao
tubular em gel 3D de colageno
e fibrina. Forte antiangiogénico
endotelial, mas importante
quimiotatico mononuclear.
Macrofagos liberam agentes
angiogénicos.

E um pequeno fragmento do
colageno XIll. Ponte agente
anti angiogénico; Inibe a
liberagao de VEGF

Efeito complexo e antagdnico.
Inibe a migragao de miécitos e
Ces, mas estimula a formagao
tubular em matrizes
tridimensionais (gel de
colageno e fibrina). Forte
antiangiogénico endotelial, mas
importante quimiotatico
mononuclear. Induz a liberagao
de agentes angiogénicos nos
macrofagos.

Adaptado de Platelets 2nd Edition 2007. Academic Press. Alan D Michelson®.
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Anitua et al. 2016 demonstraram por Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) que uma modificagao protocolar pela remog¢ao de anticoagulante
e redugdo de ativador de coagulo no processo de producédo do plasma rich
growth factors (PRGF ™) aumentou em 30% a liberagcédo de VEGF, apresentando
a concentragdo relativa de aproximadamente 290,00 pg/mL apos o

processamento do PRGF?Z.

Kobayashi et al. 2016 demonstrou por ELISA que a matriz de fibrina obtida
por dois métodos, Standard platelet rich fibrin (PRF) e advanced platelet rich
fibrin (A-PRF™), apresentaram cinéticas distintas na liberacdo de fatores de
crescimento, ressaltando a grande influéncia nas variagdes dos parédmetros de
centrifugagéo, especialmente o tempo e a presencga de ativadores de coagulo no
espécime. Os métodos avaliados apresentaram, respectivamente as seguintes
concentragbes de VEGF em pg/mL 10 dias apds a sua obtencdo: a) Standard

PRF = 732,00 e b) A-PRF = 847,003

Pinto et al. 2014, ao avaliarem o impacto do nivel de vibragdo exercido
pela centrifuga na qualidade final do concentrado plaquetario e na liberagao de
fatores de crescimento também demonstraram por ELISA uma significativa
importancia das variagdes protocolares ao compararem a liberacdo de VEGF
pelos protocolos intraspin L-PRF™ e A-PRF™, apresentando em pg/mL,
respectivamente, 994,00 + 159,00 e 514,00 + 188,00 ao final de 7 dias® apos o

seu preparo.
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Rodella et al. 2011, avaliaram a concentracdo de VEGF do protocolo
concentrated growth factors (CGF ™) por imunohistoquimica demonstrando uma
concentragédo de 335,15 £ 38,11 pg/mL. O CGF™ ¢é obtido por um processo de
variagéo de revolug¢des por minuto (rpm) durante um unico ciclo de centrifugagéo
(30" de aceleragéo, 2’ 2,700 rpm, 4’ 2,400 rpm, 4° 2,700 rpm, 3’ 3,000 rpm, e 36”

de desaceleragéo e parada)®.

Masuki et al. 20163", compararam a concentracdo de VEGF e outros FCs
obtidos pelos métodos PRP, PRGF™ A-PRF™ e CGF™ onde demonstraram
maiores concentragdes relativas nos agregados leucoplaquetarios, A-PRF™ e

CGF™,

Al-Maawi et al. 2018 encontraram diferencgas significativas na liberacao de
VEGF cumulativa de 10 dias em matrizes de fibrina obtidas pelo método A-PRF
isentas de compressdo mecanica 585,08 + 64,61 pg/mL e compressas em

formatos de plugs 848,19 + 132,4 pg/mL>2.

Acerca dos protocolos existentes e divulgados na literatura cientifica, nem
todos tratam suas caracteristicas com a devida formalidade em discriminar os
parametros como a forga centrifuga relativa (FCR), tempo de centrifugagéao e
caracteristicas particulares dos tubos para colecdo sanguinea que foram
utilizados. A descricdo metodologica em fungdo das revolugdes por minutos
(RPM) tem sido recorrente sem a devida definicdo da regido de eleicdo para o
calculo da FCR podendo incorrer em erro de reprodutibilidade pela geragéo de

forcas distintas as estabelecidas pelos métodos de eleigdo3334.
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O presente manuscrito tragca um comparativo na cinética da liberagao do
VEGF observando a influéncia de 3 aspectos metodologicos usualmente
empregados na obtencéo da LPRF: 1. O tipo de tubo em fungéo da presenca de
aditivos pro-coagulantes; 2. A FCR empregada na zona de maior concentragéo
leucoplaquetaria do agregado, utilizando como referéncia o raio médio do rotor
da centrifuga (rmed); 3. O tempo de centrifugacdo. Neste estudo pretende-se
obter uma melhor compreensao sobre a cinética da liberagdo deste FC em
funcao de diferentes parametros metodoldgicos sem preconizar nenhum método

comercial ou protocolo especifico.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Aspectos éticos

Durante a realizacdo deste estudo, as normas éticas para a pesquisa
cientifica com seres humanos foram rigorosamente obedecidas, em
concordancia com a lei 6.638/79 e conforme a declaragéo de Helsinque (World
Medical Association Recommendation 2011). O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia

sob o numero 055468/2015.

2.2. Participantes

Participou voluntariamente deste estudo 1 individuo adulto jovem do
género masculino do qual foram obtidos 270ml de sangue total em 3 coletas de
90ml a cada dia apds leitura e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). O mesmo declarou-se saudavel, n&o tabagista e n&o
portador de doengas infecto-contagiosas. A opgao de unico participante foi feita
para evitar interferéncias nas concentracbes de VEGF devido a variacbes
biolégicas individuais, uma vez que o proposito do experimento foi avaliar

somente as implicagdes de variagdes metodologicas.
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O participante foi submetido a realizagdo prévia de anamnese e do
hemograma completo que apresentou indices hematimétricos dentro dos valores
de referéncia. O hemograma foi realizado no laboratorio do Hospital Universitario
de Brasilia (HUB). Durante a realizacao deste estudo, as normas éticas para a
pesquisa cientifica com seres humanos foram rigorosamente obedecidas, em
concordancia com a lei 6.638/79 e conforme a declaragéo de Helsinque (World
Medical Association Recommendation 2011). Este estudo (CAAE n°
46109215.9.0000.5558) foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB).

2.3. Coleta Sanguinea

Todo material de coleta foi apresentado ao doador em embalagem estéril
e inviolada. Foi realizada a abertura do cateter sobre agulha 21G do sistema de

coleta a vacuo (Greiner Bio-One Vacuette, Brasil).

Previamente a coleta sanguinea foi feita a antissepsia das maos do

flebotomista com alcool 70% e calgcamento de luvas de procedimento;

O doador de sangue foi acomodado com o repouso do seu membro
superior sobre base de apoio para a colegdo sanguinea com exposi¢cao anterior

da fossa antecubital;

Foi realizada a aplicacdo de dispositivo para compressao venosa
(garroteamento) com um massageamento ascendente compressivo na face

anterior do antebraco;
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Feita a selecdo da veia na fossa antecubital (cefalica, intermédia
antecubital ou basilica) por inspegao e palpagao digital com o dedo indicador do
flebotomista procedeu-se a antissepsia antecubital com swab alcool 70%
(Benckton Dickson, USA) com dois movimentos ascendentes com inversao da

face aplicada do swab;

A venopuncgao foi feita por inser¢do do dispositivo venopunctor (Greiner
Bio-One Vacuette, Brasil) com a exposi¢cao da agulha e bisel voltado para cima
com angulagéo entre 15 e 30° em unico movimento. A introdugédo obliqua da
agulha permitiu a visualizagdo da penetragdo vascular pelo retorno sanguineo
no interior da canula plastica entre as extremidades proximal e distal do cateter

sob agulha.

Cada coleg&o sanguinea foi realizada com dois tipos de tubos: Tubo 1:
vidro isento de aditivos (Labor Import, China); Tubo 2: plastico com ativador de
coagulo de 5mL (Bencton Dickson, USA); previamente a inser¢gao dos tubos, foi

realizada a assepsia das suas tampas com alcool 70%.

Durante a coleta os tubos foram posicionados com a tampa para baixo afim
de proporcionar o preenchimento ascendente. Isto além de facilitar a
visualizagao reduziu o risco de hemaolise por impacto excessivo do sangue contra

a parede e fundo do tubo.
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Na finalizagdo da coleta o ultimo tubo foi removido, a agulha do cateter
removida e aplicado um rolete de algodao estéril sobre o ponto de insergéo da
agulha com a manutengdo da compressdo por 3 minutos sem a dobra do
cotovelo. Apos este periodo foi feita a aplicagéo do curativo estéril (Labor Import,

China).

2.4. Centrifugagao
Apos o término da venopuncao os tubos foram imediatamente levados para
a centrifuga e posicionados em balang¢o diametral no rotor com um tubo idéntico
preenchido com agua pelo sistema a vacuo para proporcionar estabilidade

vibracional.

A centrifugacao foi realizada na centrifuga de rotor fixo Fibrinfuge25® (FF25)
- (Montserrat, China) e os espécimes foram obtidos nas seguintes faixas de FCR
de 200, 400 e 800 x g nos seguintes intervalos tempo: 5, 10 e 15 minutos, de

acordo com o diagrama experimental na tabela 3.
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Tabela 3. Diagrama experimental

Tempo de

Tipo de tubo FRC centrifugagao

Tempo de

Tipo de tubo FRC centrifugagao

(minutos) (minutos)

5 5

200 10 200 10

15 Tubo de 15

5 plastico com 5

Vidro 400 10 ativador 400 10
15 de 15

5 coagulo 5

800 10 800 10

15 15

Tabela 3. O raio médio do rotor da centrifuga FF25 (65mm) foi utilizado para o calculo das FCRs (200xg = 1670 RPM,;

400xg = 2350 RPM; 800 xg = 3320 RPM)
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2.5. Preparo das matrizes de LPRF

As amostras de sangue foram coletadas utilizando os tubos 1 e 2
utilizando o sistema de coleta a vacuo com agulha 21G (Greiner Bio-One, Brasil).
Cada tubo de 5 mL apresentou tempo médio de preenchimento de 10,0 £ 5,0
segundos. As amostras sanguineas foram centrifugadas imediatamente apds a
coleta do ultimo tubo. Os parametros de rpm e tempo foram devidamente
ajustados para reproduzir os niveis de FCR eleitos para a realizagdo deste

experimento.

2.6. Preparo e quantificagao de VEGF

Depois de centrifugadas as 54 matrizes de LPRF obtidas a partir das
variagoes parameétricas deste experimento foram removidas e condicionadas em
tubos plasticos sem aditivo (Greiner Bio-One, Brasil) e mantidas a 37°C em
estufa (Lab Line Instruments, USA) para a coleta de 200 pL do soro
sobrenadante em diferentes tempos (0, 2, 24, 48,72, 96 e 168 horas). Cada
aliquota removida foi estocada em criotubo (Kasvi, China) e armazenada em

ultrafreezer (Sanyo, Japao) a -80°C.

Para a quantificacdo de VEGF foi utilizado o método cytometric bead
array (CBA) a partir do kit comercial (Human VEGF Flex Set e Cell Signaling
Master Buffer Kit BD™ CBA, USA) conforme as especificagbes do fabricante®.
As amostras foram retiradas do ultrafreezer e descongeladas a temperatura
ambiente e removida a aliquota de 25 uL do soro, e entdo, depositadas em

criotubo ambar para fotoprotecdo. Para o preparo da curva de calibragao foi
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reconstituido o padrdao de VEGF com 1,0 mL do diluente da amostra com
homogeneizagdo apenas por pipetagem e incubagdo a temperatura ambiente
por 15 minutos. Foram diluidas aliquotas do padrao total nas proporgdes 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 e 1/256 para obtencédo da curva padrdo. Os
beads de captura foram diluidos em solugdo diluente para os mesmos sob
fotoprotecao em criotubos ambar a partir na propor¢ao de 0,5 puL por amostra.
Os beads de detecgao foram preparados na mesma proporc¢ao de 0,5uL/amostra
e mantidos a 4,0 °C ao abrigo da luz, antes do uso. O procedimento pré-analitico
das amostras seguiu a seguinte sequéncia: a) em cada criotubo ambar foi
adicionado 25 pL da amostra de soro coletado; b) a este foi acidionado 25 uL da
solugédo dos beads de captura, feita homogeneizagdo em vértex e foi incubado
por 60 minutos a temperatura ambiente; c¢) apos o tempo de incubagéo foi
adicionado 500 yL do tamp&o de lavagem, submetido a homogeneizagdo em
votex e centrifugagcdo a 200 x g por 5 minutos a temperatura ambiente na
centrifuga 1K15 (Sigma, Germany); d) apos a centrifugagéo foi retirado o volume
de 450 pL do sobrenadante e adicionados 25 pyL da solugdo de beads de
deteccédo; e) a amostra foi homogeneizada e mantida sob fotoprotegéao por 120
minutos a temperatura ambiente; f) apds este periodo de incubacdo foi
adicionado 500 pL do tampéo de lavagem e a amostra foi submetida a nova
centrifugagdo de 200 x g por 5 minutos; g) foram removidos 450 pL do
sobrenadante e adicionado 150 pyL do tampé&o para reconstituir o volume final e
homogeneizado em votex; h) A partir deste ponto foi pipetada a aliquota de 50
ML de cada amostra e aplicada sobre a placa de amostras e a leitura feita do
citbmetro de fluxo LSRFortessa™ (BD™, USA). Os parametros de leitura no

citbmetro de fluxo foram estabelecidos de acordo com as recomendacdes do
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fabricante para este analito. Os dados das analises foram utilizados para o
calculo de concentracdo utilizando o programa FCAP Array™ Software Version

3.0 (BD™, USA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

2.7. Analise estatistica

A escolha de unico participante foi para avaliar a cinética na liberacéo de
VEGEF isenta das variagdes nas concentragdes entre individuos, considerando
apenas as variagdes paramétricas propostas no estudo. Entretanto, as leituras
no citbmetro de fluxo foram feitas em triplicata e cada leitura representa medidas
de multiplas analises, isto permitiu-nos a interpretagao estatistica dos dados.
Para testar a normalidade amostral foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov.
Nas analises multigrupos, ao avaliar as concentragdes cumulativas para
comparar a distribuicdo em amostras independentes foi utilizado o teste ANOVA
para a analise de variancia onde utilizou-se o teste Kruska-Wallis como pos-
teste. Os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
O software GraphPadPrism 8 (GraphPad, USA) foi utilizado para as analises dos

dados, geracéo e edigado dos graficos.
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3. Resultados

Os valores da liberagdo de VEGF foram descritos em pg/mL e
apresentados em funcgao do intervalo de tempo que compreendeu 7 pontos em
dias e das FCRs as quais foram submetidos os espécimes nos dois tipos de
tubos utilizados. As figuras 1 e 2 agrupam os graficos que apresentam de forma
sistematica a cinética da liberacdo lenta de VEGF dentro dos critérios
metodologicos estabelecidos. Os dados s&o médias + desvio-padrédo (n=3) para
cada valor. VEGF = Vascular Endotelial Growth Factor; x g = Forga “centrifuga”
ou FCR; At = Intervalo de tempo. Todas as amostras foram analisadas nos 3
Ats, nas 3 FCRs e com matrizes obtidas nos 2 tipos de tubos propostos em

triplicata.
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Figura 1. Esta figura é composta por graficos em que os dados foram agrupados por FCR. As maiores concentragdes
de VEGF liberadas da matriz de L-PRF em At=7 foram as amostras submetidas a centrifugagédo por 800 xg/15 min
(941,94 pg/mL) e 200 xg/10 min (932,83 pg/mL) ambas em tubos de vidro. As menores concentragdes foram nas
amostras submetidas a centrifugagao por 200 xg/5 min (212,27 pg/mL) e 400 xg/10 min com os valores (249,29 pg/mL).
Nas matrizes obtidas em tubos plasticos com ativador de coagulo as maiores concentragbes de VEGF foram
observadas nos espécimes obtidos a centrifugagéo por 800 xg/ 15min (774,45 pg/mL) e por 800 xg/10 min (846,11
pg/mL) também em At=7. Os menores valores observados com estes mesmos tubos neste mesmo periodo foram nas
amostras centrifugadas por 200 e 400 xg por 5 e 10 min, respectivamente, (171,46 pg/mL e 137,27 pg/mL). Em At=1,
apos a obtencdo dos espécimes, quase todas as amostras apresentaram valores abaixo de 40 pg/mL demonstrando
o minimo desprendimento destas moléculas nas fases iniciais, exceto nas centrifugagdes por 800 xg/15 min, graficos
C1 e C2, onde a liberagdo de VEGF nas primeiras 24 horas manifestou-se em progressao exponencial. Em quase
todas as comparagbes por intervalos de tempo as matrizes obtidas em tubos de vidro apresentaram maiores
concentragdes relativas e totais em relagdo as matrizes obtidas nos tubos plasticos com ativador de coagulo. As
maiores concentragdes, exibidas nos intervalos finais, At=4 e At=7, demonstraram a cinética de desprendimento lento
e crescente das moléculas deste fator de crescimento da matriz de fibrina.
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Figura 2. Nesta figura os graficos apresentam os dados agrupados por tempo de centrifugagédo. Nos trés intervalos de
tempo de centrifugagdo as amostras obtidas em tubos de vidro por 800 xg demonstraram picos precoces de altas
concentragdes a partir de At=1. Em B1, ao comparar este achado com o comportamento crescente da amostra obtida
a 200 xg/10 min nota-se um perfil linear e de progressao mais lenta com pico de crescimento apenas apds o At=4. Em
C1 e C2 houve nitida similaridade no aumento da concentragdo de moléculas de VEGF desprendidas da matriz de
fibrina. De modo geral as amostras obtidas em tubos plasticos com ativador de coagulo exibiram em todas as faixas
de FCR concentragdes comparativamente mais baixas. Em A2 foram observadas as menores concentragoes.
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Os valores de concentragcdo acumulada de VEGF foram obtidos pelo
somatério das concentragdes observadas nos intervalos experimentais entre 0 e
7 dias. Deste modo, obtivemos uma concentracao tedrica de VEGF total em cada
matriz pelo seu produto com a volumetria sanguinea ideal para a obtencéo da
matriz de LPRF em cada variagao paramétrica proposta no presente estudo. Os

dados foram apresentados em pyg/matriz na tabela 4.

Tabela 4. Valor tedrico de VEGF acumulado in vitro durante 7 dias.

200 xg 400 xg 800 xg
tet':l‘gg ! vidro PET vidro PET vidro PET
5 7,07 7,03 12,47 3,46 28,93 15,11
10 24,35 14,18 6,88 7,56 6,46 5,23
15 19,77 9,82 14,93 11,90 39,21 33,06

O valor tedrico acumulado de VEGF liberado ao longo de 7 dias em pg/matriz foi obtido considerando o volume ideal
de 10mL para a obtengéo das matrizes de L-PRF.

185



4. Discussao

Os métodos para obtencao da LPRF apresentados na literatura cientifica
atual possuem, dentre suas varias caracteristicas bioldgicas, a liberagéo lenta
dos fatores de crescimento como principio fundamental e principal caracteristica
biolégica. Entretanto, existem resultados controversos acerca das
concentragbes relativas por volume sanguineo entre diferentes protocolos
observados in vitro. Atribui-se a isto algum nivel de vantagem ou desvantagem,
apenas observada em nivel laboratorial, por considerar o valor de moléculas
desprendidas da matriz em fungdo do tempo sem haver até o presente momento
respostas clinicas que justifiquem algum nivel de superioridade®. De modo
geral, os métodos apresentam minimas variagdes operacionais entre intervalos

de tempo, FCR e tipos de tubos utilizados.

A proposigao de um método simplificado e minimamente expensivo para
obtencdo de uma matriz de fibrina autdloga teve inicio com trabalhos de
Choukroun e Schleicher em 2000%, que a época, em fungao da correlagdo com
o plasma rico em plaquetas (PRP) este agregado foi denominado fibrina rica em
plaquetas (PRF) e o protocolo para sua obtencédo foi alcunhado como PRF
Standard ou PRF Choukroun Process™ . Este mesmo método foi registrado na
agéncia sanitaria americana Food and Drug Administration (FDA) com insignia
Intraspin L-PRF™ sob coordenagao da companhia Intralock Internacional (Boca
Raton, USA). Deste modo surgiram na literatura diferentes nomes para designar
0 mesmo método para obtencdo da PRF. Sendo assim, os termos PRF Standard,
PRF Choukroun Process e Intraspin L-PRF descrevem a mesma metodologia.

Entretanto, diferengas paramétricas tem sido apresentadas na literatura
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internacional sempre objetivando demonstrar alguma correlagédo de evolugao

metodoldgica e/ou superioridade em suas caracteristicas bioldgicas36-38-42,

Muitos trabalhos referenciam o método PRF Standard de centrifugagéo
em fungdo das revolugbes por minuto (rpm) ao preconizar a submissao do
sangue a um ciclo de 2700 rpm durante 12 minutos ou 3000 rpm durante 10
minutos tal como foi descrito nas primeiras publicagdes de Choukroun e

colaboradores*3.

Séao frequentes na literatura cientifica trabalhos experimentais e clinicos
que utilizaram distintas centrifugas sem a devida observagao a FCR gerada por
tais revolugdes, bem como as caracteristicas estruturais e funcionais da
centrifuga originalmente eleita para tal método, a EBA20 (Hettich, Alemanha).
Existe uma proporcionalidade direta das RPM e FCR em relagdo ao raio do rotor
da centrifuga. Deste modo, ao substituir o equipamento deve-se levar em conta
qual é o raio do rotor para que se aplique um fator de corre¢cao de acordo com a

equacgdo g = 1,12 x r x (RPM/1000)?, onde r = raio do rotor.

Outro detalhe de suma importancia € a eleigao do raio a ser utilizado como
padronizagdo metodoldgica, pois nas ciéncias laboratoriais utiliza-se o raio na
fundo do tubo (rmax) e diferentes métodos para obtengdo da LPRF utilizam o
raio na porgdo media do tubo (rmed), area correspondente a maior concentragao
leucoplaquetaria®®. A inobservancia a este principio tem proporcionado erros
metodologicos frequentes na literatura gerando resultados controversos quanto

a cinética e concentragao na liberacédo dos fatores de crescimento.
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Miron et al. 2018* e Miron et al. 20193 publicaram trabalhos sobre
controvérsias na literatura acerca da referéncia paramétrica da centrifugacao,
onde propuseram que a FCR fosse calculada na porgao terminal dos tubos para
acompanhar a padronizag&o internacional para centrifugagdes laboratoriais ou
que houvesse, pelo menos, a discriminacao da zona de eleicdo do tubo em
rotores de angulos fixos para a adequacéao do calculo de FCR. O presente estudo
utilizou o rmax para a descri¢ao e estabelecimento da FCR. Entretanto, também
apresentou na descrigdo metodologica as medidas dos trés raios existentes na
centrifuga de eleicdo para o experimento, proporcionando assim sua correta

reproducado metodoldgica.

El Bagdadi et al. 2016* compararam a liberagdo de VEGF entre os
meétodos Intraspin L-PRF™, A-PRF™ e A-PRF+™. Neste experimento atribuiram
uma FCR de 708 x g ao método intraspin L-PRF™, sendo que o mesmo &
preconizado em 400 x g utilizando como referéncia o raio médio. Ao submeter o
sangue a centrifugacdo em diferentes centrifugas utilizando as rpm como
principio sem a devida distingdo a FCR gerada ficara diferente do valor
preconizado alterando a composi¢cado celular e plaquetaria, bem como a

concentragao de fatores de crescimento.

Kobayashi et al. 20162 compararam dois métodos de obtengdo de LPRF
sem distinguir caracteristicas estruturais dos equipamentos utilizados pelos
meétodos A-PRF™ e PRF Standard e submeteram o sangue a for¢a de 100g e

de 3259, respectivamente®, sendo que o método A-PRF™ originalmente
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proposto por Ghanaati et al. 2014 preconiza a forga de 214 x g*® e o PRF

Standard de 400 x g.

Os trabalhos de Anitua et al. 20162, de Dohan et al. 2015° e de Kobayashi
et al. 20163, todos versando sobre a liberacdo de fatores de crescimento,
apresentaram suas comparagdes protocolares sem o amplo esclarecimento de
todos os parametros preconizados pelos métodos PRGF™ | intraspin L-PRF™ e
A-PRF™ respectivamente, gerando resultados inconclusivos acerca da

concentragao de fatores de crescimento liberados a partir de cada metodologia.

Em fungao de diferentes padrées metodoldgicos descritos na literatura, a
proposta do presente estudo foi identificar a cinética na liberagdo do VEGF sob
a influéncia de variagdes paramétricas e ndo de metodos comerciais e/ou
intelectuais ja descritos na literatura. Foram avaliadas as influéncias de 3 faixas
FCR, 3 intervalos de tempo e 2 tipos de tubos. A escolha de unico doador e
apenas um fator de crescimento foi para reduzir interferéncias de variacdes
biolégicas no universo amostral. Deste modo, valorizou-se a diversidade

paramétrica sob a matriz de mesma fonte e ndo a diversidade amostral.

Os resultados do presente estudo permitiram identificar as influéncias da
FCR sobre a cinética na liberacdo de VEGF. As centrifugacdes por 800 x g
exibiram concentragbes acima de 400 pg/mL logo nas 24 horas iniciais do
experimento. Este dado demonstrou o precoce desprendimento deste FC da
matriz. Inicialmente, duas possiveis causas poderiam suportar tal evidéncia: o

alto nivel de degradacgao plaquetaria durante a centrifugagdo ou uma precoce
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fibrindlise. Entretanto, as micrografias do estudo de caracterizagdo morfologica,
capitulo 3, demonstraram integridades plaquetaria ndo corroborando com a
primeira hipotese. Entretanto, as analises das superficies das fibras e fibrilas de
fibrina nas amostras submetidas a esta FCR demonstraram reducéo de diametro
e destacamento de particulas a partir do 7° dia do experimento de fibirindlise,
vide capitulo 3, corroborando com a segunda hipotese. Deste modo,
entendemos que a dindmica da centrifugagdo com maiores faixas de rpm e
consequentemente FCR mantém a integridade estrutural dos elementos
sanguineos, mas parecem promover maior liberagdo precoce do seu conteudo
de VEGF associada a precocidade de fibrindlise. Este dado in vitro demonstrou
que matrizes de LPRF produzidas com altas faixas de FCR podem néo
assegurar a protecéao proteolitica aos peptideos, citocinas e FC incorporados em
sua matriz tridimensional pelo desprendimento precoce durante as primeiras
etapas do reparo tecidual, ou seja, ainda na fase inflamatéria aguda cujo

potencial proteolitico torna-se aumentado.

As amostras submetidas a centrifugagdo com FCR 400 x g apresentaram
as menores concentragbes de VEGF em todos os At avaliados neste
experimento. Este dado nao é suficiente para determinar se este € um aspecto

favoravel, especialmente por ndo exibir maiores concentragcdes em At=4 e At=7.

As amostras submetidas a centrifugagdo com FCR 200 x g, especialmente
nos espeécimes obtidos com tubos de vidro, exibiram linearidade em seu padrao
cinético que sugere o real significado da liberagao lenta e gradual de VEGF,

especialmente nos espécimes centrifugados durante 10 e 15 minutos. Em At=1
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as concentragbes, independentemente do tempo de centrifugacéo,
apresentaram valores abaixo de 100 pg/mL.

De modo geral os resultados demonstraram que a utilizagdo do tubo de
vidro apresentou maiores concentragcdes de VEGF em todas as faixas de FCR e
tempos aplicados. As maiores concentragdes evidenciadas no estudo foram
800G/5min e 200G/10min. Tais resultados denunciaram uma possivel influéncia
da RCF total, ou seja, a forga total sofrida pelo agregado em fung&o do tempo
na liberacdo lenta do VEGF. Deste modo, uma forga de maior magnitude
aplicada por intervalo de tempo mais curto tenderia a gerar um efeito similar ou
compensatério em detrimento de uma forga menor por maior tempo de

centrifugagéo.

O trabalho de Eren et al. 2016, considerou que o tempo total de
centrifugagéo exerce forte influéncia na concentracéo total de VEGF liberado
apresentando maiores concentrag¢des ao final de 72 horas quando submetido a
12 minutos de centrifugagdo*” ao invés de 10 minutos. No presente estudo foi
observada muita proximidade dos valores nas concentracdes de VEGF em At=7
liberados por amostras obtidas por 200 x g/10, 800 x g/5 e 800 x g/15 minutos,

porém com significativa diferenga nos estadios iniciais At=1 e At=2.

Os espécimes obtidos com tubos de vidro demonstraram maiores
concentragcbes de VEGF liberados, especialmente apdés 72hs, quando
comparados aos obtidos em tubos plasticos com ativador de coagulo. Sendo o
ativador de coagulo um produto a base de 6xido de silicio, potencialmente, pode

provocar alteragdes moleculares de natureza oxidativa sobre peptideos

191



impregnados na matriz de fibrina aumentando sua adesédo ou dificultando seu
desprendimenrto da matriz aumentando sua permanéncia no seu leito. As
particulas de silicio empregadas como ativador de coagulo fixam-se na rede de
fibrina e podem exercer efeito direto sobre o seu conteudo como maior grau de
adesdo de moléculas desprendendo-as em intervalos de tempo superiores aos
observados no presente estudo. E possivel que isto justifique os niveis de VEGF

reduzidos no exsudato desprendido da matriz de fibrina durante o experimento.

Bonazza et al. 2016 ao comparar os efeitos de 3 distintos tipos de tubos
sobre a matriz de LPRF obtida pelo método CGF™ apresentou distinta
distribuicao leucoplaquetaria e na densidade da malha de fibrina observaveis por
ensaios de imunohistoquimica®®. Estes dados contrariam dados apresentados
por Dohan et al. 2010a que relatou que os tubos testados, de vidro e de plastico

com ativador de coagulo, ndo alteram a arquitetura da LPRF*°,

A este respeito, o presente estudo demonstra a nitida influéncia do tipo
de tubo na reducdo da liberacdo lenta de VEGF, evidenciando maiores
concentracgdes relativas em distintos intervalos de tempo nos espécimes obtidos
em tubos de vidro. Isto pode ndo ser desvantajoso, pois nosso experimento
sobre a degradagéo temporal da matriz de fibrina, vide capitulo 3, demonstrou
que a concentracao de fatores de crescimento aumentou a medida em que as
fibras e fibrilas de fibrina reduziram sua espessura e desprenderam particulas
de sua superficie. De Oliveira et al. 2020 descreveram sobre a influéncia da forga

g sobre a cinética da liberagdo de VEGF®°,
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Deste modo, a menor concentragao de FC no exsudato pode possuir dois
significados; 1) o peptideo foi degradado e de fato ndo esta presente; 2) o
peptideo encontra-se fortemente aderido e funcionalmente protegido no leito da
matriz de fibrina e seu desprendimento dependera de sua fibrindlise. A este
respeito os estudos de imunohistoquimica e/ou microscopia confocal podem
elucidar o verdadeiro curso desta mobilidade de FC entre a matriz e o exsudato.
Os imunoensaios, a maior parte realizados em kits comerciais por Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) sobre o exsudato, serviram para
demonstrar que as matrizes de LPRF, independentemente do método comercial
eleito, apresentam concentragdes suprafisiologicas de FC derivados de
plaquetas e leucdcitos. Novos estudos podem trazer informacdes mais
esclarecedoras sobre o comportamento deste desprendimento in vivo, sob a
acao de enzimas e sob condicdes metabdlicas variaveis do equilibrio acido-
basico, temperatura e mecanismos de indugdo-resposta durante o reparo
tecidual, pois de fato, os experimentos in vitro sdo muito limitados em traduzir o
que realmente ocorre no organismo vivo uma vez que s&o realizados em

condi¢cbes ambientais e metabdlicas controladas.

Para avaliar o potencial risco que os ativadores de coagulo podem
provocar, Dohan et al. 2007°" realizaram estudos de citotoxicidade in vitro em 4
grupos de células humanas (fibroblastos, pré-adipécitos, queratindcitos e
osteoblastos) onde seus dados demonstraram auséncia de citotoxicidade.
Segundo as conclusdes deste estudo, apesar dos tubos para coleta a vacuo

destinarem-se ao diagndstico in vitro, e possuirem classificagao in vitro device
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(IVD), os coagulos de fibrina obtidos em tubos plasticos contendo SiO. para

serem reaplicados localmente nao ofereceram risco de citotoxicidade.

No presente estudo, todos os tubos de vidro centrifugados por 5 minutos
apresentaram sobrenadante liquido ao final do ciclo de centrifugagdo. Os
mesmos tiveram total formagao da matriz de fibrina a cerca de 5 minutos apés o
término da centrifugacdo. Este dado merece ser observado na elaboragdo de um
meétodo de centrifugagao para obtengdo de LPRF, uma vez que sua distribuicao
celular e plaquetaria esta relacionada a angulagdo do rotor e a formagéo da
matriz durante a centrifugagéo. Independentemente do tempo de centrifugacgao,
todos os tubos plasticos com ativador de coagulo apresentaram a matriz
polimérica e parcialmente retraida ao final do tempo de centrifugagédo exibindo
uma pequena porg¢ao de soro liberado da matriz na porg¢ao superior do tubo. Isso
demonstra o potencial oxidante do ativador de coagulo na ativagéo do fator XI|
por efeito tixotrépico aumentando a efetivamente a velocidade na formagao e

retracdo do mesmo?.

A fabricagéo de tubos plasticos com ativadores de coagulo destinados a
sorologia sanguinea surgiu por uma demanda de biosseguranga na area de
diagndstico laboratorial®?. Os tubos de vidro servem perfeitamente ao propodsito
de acelerar a formacgao e retracdo do coagulo por efeito tixotrépico, entretanto,
sdo susceptiveis a quebra durante o manuseio e a centrifugagcdo aumentando o
risco de acidentes laborais. Deste modo o uso dos tubos plasticos com
ativadores de coagulo, na logistica laboratorial, aceleram a formagao do coagulo

e diminuem os riscos destes acidentes.
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Uma vez que a o SiOq intensifica e acelera a formagdo do coagulo, o
mesmo podera influenciar a organizag&o da trama da rede de fibrina, bem como
a incorporagédo dos FC. O trabalho de Mosesson et al. 2005% descreve a
formacado de juncdes equilaterais que incorporam 3 mondmeros de fibrina na
organizagao estrutural da cadeia polimérica das fibras e fibrilas de fibrina sob a
influéncia da lenta velocidade de polimerizagdo do fibrinogénio. As jungdes
equilaterais proporcionam maior resisténcia e elasticidade a rede, bem como
maior resisténcia a fibrindlise. Segundo este fundamento, o retardamento da
retracdo do coagulo podera proporcionar maior incorporagéo de glicoproteinas
adesivas, fatores de crescimento e microparticulas circulantes presentes no
sangue. Por outro lado, a polimerizagdo mais rapida, pela agado de oxidantes,
pode reduzir a incorporagao de FC plasmaticos e liberados precocemente pelas

plaquetas e leucdcitos.

Acerca das caracteristicas dos tubos in vitro, comumente utilizados na
obtencdo da LPRF, Bowen e Remaley, 2014% esclarecem que os métodos
analiticos laboratoriais s&o muito sensiveis as variagdes de aditivos empregados
na fabricagdo de tubos para diagnostico in vitro, deste modo, interferindo
potencialmente nos resultados das analises. Agentes contaminantes como
chumbo e outros metais pesados presentes nas borrachas e nos lubrificantes
utilizados para fechamento dos tubos durante o processo de fabricacéo
potencialmente afetariam a precisdo dos testes de laboratério. Deste modo, &
possivel inferir que estes agentes quimicos poderiam influenciar possiveis

respostas clinicas relacionadas a LPRF.
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Algumas empresas envolvidas com a comercializagdo de centrifugas e
insumos para a obtencdo de concentrados leucoplaquetarios, em atencado as
normativas sanitarias internacionais, ja possuem em seu portfolio tubos estéreis

em embalagens especificas com a descrigao indicativa para uso in vivo.

Apesar desta tendéncia sanitaria internacional quanto a indicagao de
equipamentos e insumos com classificagdo medical device (MD), inexiste na
literatura internacional qualquer indicativo de ineficiéncia, implicagdes tdxicas ou
imunogénicas em funcao do uso dos tubos /VD contendo ativadores de coagulo

na obteng¢ao das matrizes de LPRF.

Novos estudos, utilizando modelos experimentais in vivo e in vitro sao
necessarios para trazer esclarecimentos sobre o potencial citotoxico destes
ativadores ou inatividade in loco dos mesmos. Entretanto, devido ao melhor
padrao cinético apresentado na liberacao lenta de VEGF observado no presente
estudo o tubo de vidro pode ser adequadamente indicado na obtengao da LPRF

para emprego terapéutico nado-transfusional.
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Conclusao

Os resultados sobre os padrées cinéticos na liberagdo de VEGF
permitiram observar que:

1. A FCR de menor magnitude, 400 x g apresentou melhor linearidade de
desprendimento de VEGF da matriz de LPRF com liberacéo crescente;

2. A FCR de maior magnitude, 800 x g, promoveu a precocidade do
desprendimento de VEGF, demonstrando altas e precoces concentragbes no
meio.

3. Nos ensaios utilizando os tubos de vidro isento de aditivos
apresentaram as maiores concentracdes finais de VEGF.

4. Os tubos de plastico adicionados com ativadores de coagulo
apresentaram menores concentragdes em todos os intervalos de tempo do
experimento.

Os métodos para obtencdo da LPRF devem primar pela aplicacdo de
faixas reduzidas de FCR, tempo adequado para a formagao eficiente do coagulo
durante a centrifugagéo e tubos isentos de aditivos cujo o efeito tixotropico na
polimerizacéo do fibrinogénio seja limitado ao contato e sem o desprendimento
de particulas potencialmente téxicas impregnaveis na matriz de fibrina. Os
dispositivos para a produgcédo da LPRF devem possuir caracteristicas sanitarias
adequadas para a conduta terapéutica cirurgica. Estudos in vivo seréo
necessarios para demonstrar a correlacdo entre as variagdes paramétricas e

efetividade nas respostas clinicas.
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Capitulo 5

Contribuicées e Desdobramentos

CONTRIBUIGOES DO PROJETO “CARACTERIZAGAO
MORFOLOGICA E BIOQUIMICA DA FIBRINA
LEUCOPLAQUETARIA AUTOLOGA. PERSPECTIVAS NA

APLICAGAO CLINICA”.
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APRESENTAGAO

O projeto de pesquisa “CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E
BIOQUIMICA DA  FIBRINA LEUCOPLAQUETARIA  AUTOLOGA.
PERSPECTIVAS DA APLICAGCAO CLINICA” surgiu de uma demanda
profissional da classe odontolégica de melhor entendimento sobre as bases

biolégicas das matrizes autologas de fibrina humana.

Esta matriz ficou conhecida internacionalmente como leukocyte platelet-
rich fibrin, acronizada como LPRF e uma das primeiras contribuicbes desta
pesquisa foi defini-la, embasado no valor da némina biolégica, onde a descri¢ao
do produto abrangeu sua identidade, composigéo e aplicagao clinica. Assim foi
definida como Fibrina Leucoplaquetaria Autéloga. O termo FIBRINA define o que
ela é estruturalmente; o neologismo de LEUCOPLAQUETARIA a sua

composicao; e AUTOLOGA sua origem e limite de aplicagdo terapéutica.

Este termo ndo € inédito na literatura cientifica, pois ja conta com sua
utilizacdo em artigos publicados em revistas cientificas nacionais e
internacionais na area de odontologia®®. Estas publicagdes referenciadas
tiveram influéncia desta pesquisa realizada na Faculdade de Medicina,

Faculdade de Tecnologia e Instituto de Biologia e da Universidade de Brasilia.
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As contribuigdes desta pesquisa atingiram diferentes areas sociais, as

mesmas serao elencadas abaixo:

1.

Capacitagao profissional de cirurgides dentistas para o uso dos
concentrados sanguineos autologos (200 oficinas didaticas com mais

de 2000 profissionais capacitados) — Fibrin Workshop;

Titulacion de Profesor Visitante da Universidad Nacional de Caaguazu
— Caaguazu — Republica do Paraguay por la Resolucion CD N°
10/2016 de 04 de febrero de 2016 pela contribuicdo cientifica a

faculdade de odontologia. Anexo IV.

Assessoria técnica ao Conselho Federal de Odontologia (CFO) nos
assuntos relacionados ao uso terapéutico ndo-transfusional do sangue
no ambito da odontologia. Este trabalho voluntario foi cooperador da
criacdo e publicacdo da Resolucdo 158/2015 sobre o uso de
concentrados sanguineos autélogos nao-transfusionais no ambito da

odontologia; Anexo VI.

. Projeto de pesquisa intervencionista em humanos para tratamento de

lesdes de dificil cicatrizagdo aprovado pelo CEP (Univille-Joinville-SC)
e finalizado com artigo cientifico intitulado “Membrana de Fibrina
Leucoplaquetaria Autologa: Avangos no Tratamento de Feridas
Crénicas de Membros Inferiores” aceito para publicacéo pelo peridédico

Revista Latinoamericana de Enfermagem ISSN 1518-8345. Anexo VII

Projeto de pesquisa intervencionista em humanos para tratamento de

lesbes musculo-tendineas, aprovado pelo CEP (Hospital Municipal
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Sé&o José — Joinville-SC) e finalizado com artigo cientifico intitulado
“Cell Composition and Functional Evaluation of Muscle-Tendon Repair
of Platelet-Rich Fibrin in Monomeric Phase” submetido a ao peridédico

Muscle, Ligaments and Tendons Journal ISSN 2240-4554. Anexo VI

6. Projeto de pesquisa intervencionista em humanos para tratamento de
lesdes de dificil cicatrizag&o, aprovado pelo CEP (FM-UNB), em curso
na area de estomaterapia do Hospital Universitario de Brasilia como
projeto integrativo entre alunos de iniciagéo cientifica dos cursos de
medicina e enfermagem, bem como enfermeiros e médicos staff do

HUB.

7. Projeto de Pesquisa em Humanos na area de otorrinolaringologia e
neurocirurgia, aprovado pelo CEP (Fundacdo Hospital de Base de
Brasilia), sobre o uso da fibrina leucoplaquetaria autéloga como
agente hemostatico em cirurgias de base de crénio e protegcédo de

calota craniana em craniotomias.

8. Contribuigdo técnica com a geréncia de sangue, células e tecidos da
ANVISA no 1° Seminario Internacional para a Regulamentagao do Uso
do Plasma Rico em Plaquetas na Medicina realizado em agosto de

2018 na sede da ANVISA em Brasilia-DF.

Em termos gerais, este projeto de pesquisa trouxe e trara
contribuicdes na esfera cientifica pela geracdo de conhecimento para
ensino, pesquisa e extensdo; na saude publica por contribuir com o

desenvolvimento de técnicas terapéuticas validadas e com nivel de
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evidéncia que reduzem expensas e valorizam a pratica clinica com
principios terapéuticos no uso racional do sangue autdlogo; no
desenvolvimento pela criacdo de postos de trabalho nas areas de
assisténcia (ex. clinicas locais para tratamentos de ferida gerenciadas de
modo autbnomo por enfermeiros) e na industria (ex. desenvolvimento de
equipamentos e insumos médicos para obtengdo dos concentrados

sanguineos).

Deste modo compreendemos que este projeto manifestou o

cumprimento da funcdo universitaria: gerar conhecimento e aplicagéo

para atender as demandas da sociedade.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes: Este projeto ja havia sido analisado
por este CEP. O pesquisador reapresentou o projeto com os questionamentos respondidos de
forma satisfatéria. Dessa forma, sou de parecer favoravel

Situacao do Parecer: Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP: Nao
BRASILIA, 03 de Outubro de 2016

Assinado por: Floréncio Figueiredo Cavalcanti Neto (Coordenador)

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina Bairro: Asa Norte
UF: DF Telefone: (61)3107-1918 CEP: 70.910-900
E-mail: fmd@unb.br Municipio: BRASILIA
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Anexo Il.
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O (a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a partic,ipar do projet’0 ESTUDO MORFOLOGICO E
BIOQUIMICO DA FIBRINA LEUCOPLAQUETARIA AUTOLOGA: PERSPECTIVAS NA
APLICACAO CLINICA.

O objetivo desta pesquisa ¢ avaliar a eficacia bioldgica reparadora dos agregados
leucoplaquetarios autdlogos nas reconstrugdes craniofaciais com finalidades reabilitadoras. Em termos
coloquiais, o objetivo desta pesquisa ¢ avaliar a eficacia de um codgulo sangiiineo isento da presenga dos
glébulos vermelhos e com a concentragio de leucdcitos e plaquetas aumentada no processo de cicatrizagao
através de uma investigagdo laboratorial criteriosa.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes € no decorrer da pesquisa e lhe
asseguramos que seu nome serd mantido no mais rigoroso sigilo pela da omissdo total de quaisquer
informagdes que permitam identifica-lo(a)

A sua participacao sera através da cessdo de 40ml de sangue para obten¢do das malhas de fibrina
para estudo histolégico e bioquimico, da realizacdo de exames laboratoriais. A coleta sera feita no
consultorio odontologico do Instituto de Reabilitagdo Oral Odontoneogénese (IROO) LTDA. CNPJ
126453220001-77, por cirurgido dentista, ndo havendo prejuizo algum a sua satde e integridade.

A colegdo sanguinea, apesar de ser um procedimento minimamente invasivo, pode provocar
algumas complicagdes tais como: tromboflebite local, celulite local, pun¢do acidental de estruturas
anatomicas adjacentes como artérias e nervos. A este respeito, diante de qualquer altera¢do o pesquisador
responsavel lhe prestard toda assisténcia de satide necessaria, incluindo cuidados medicamentosos e
hospitalares com completa gratuidade e pelo tempo que se fizer necessario. Informamos que o(a) Senhor(a)
pode se recusar a participar de qualquer procedimento ou por qualquer questdo que lhe traga
constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo
para o(a) senhor(a). Sua participacdo ¢ voluntaria, isto ¢, ndo ha contrapartida por sua colaboragdo. Ao(a)
Senhor(a) ¢ garantido o direito a indenizagd@o diante de danos eventuais decorrentes da pesquisa.

Sua nobre e altruista participacdo pode auxiliar os pesquisadores deste projeto a aumentarem a
compreensdao sobre as respostas regenerativas quando do uso de agregados plaquetarios que poderdo
aumentar as estratégias e tipos de cuidados para com os portadores de feridas cronicas e a todos sob
demanda cirtrgica.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados em meios proprios de divulgagdo cientifica, associadas
a propriedade intelectual dos autores e da Universidade de Brasilia, podendo ser publicados posteriormente.
Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de no
minimo cinco anos, apos isso serdo destruidos ou mantidos na instituigo.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer diivida em relagdo a pesquisa, por favor telefone para: Dr(a)
Leonel Alves de Oliveira, CRO-DF 8830, no Instituto de Reabilitacdo Oral Odontoneogénese LTDA,
situado na EQNL 02/04 Bloco A Sobrelojas 02 ¢ 03 na cidade de Taguatinga-DF, CEP 72155-501, telefone
(61) 32024974 de segunda a sexta de 8:00 as 18:00. Em situa¢des emergenciais pode ser feito o contato
direto com o pesquisador responsavel pelo telefone (61) 981755505.

Este projeto foi aprovadoe pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia. As davidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os direitos do participante da
pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1918 ou do e-mail cepfm@unb.br.

O CEP tem como objetivo avaliar se esta pesquisa ndo implica em riscos a sua integridade fisica e mental
e se obedece as normas de investigagdo cientifica em seres humanos.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com o
participante da pesquisa.
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Anexo lll.
Artigo aceito no Journal of Biological Regulators &
Homeostatic Agents IF 1.506; Qualis B2 Area Medicina 1

JOURNAL OF BIOLOGICAL REGULATORS & HOMEOSTATIC AGENTS Vol. 34, no. 4, xx-xx (2020)

Cell and platelet composition assays by flow cytometry: basis for new platelet-rich fibrin methodologies
L.A. de Oliveira"*, R.O. Soares', M. Buzzi?, C.EA.B. Mourao®, T. Kawase*and S.A.S. Kuckelhaus'

Nucleus of Research in Applied Morphology and Immunology, Faculty of Medicine, University
of Brasilia, Brasilia, Brazil,; *Innovacorium Inc., Gainesville, USA; *Department of Oral Surgery,
Federal Fluminense University, Niteroi, Brazil; *Division of Oral Bioengineering, Institute of
Medicine and Dentistry, Niigata University, Niigata, Japan

Received May 15, 2020 — Accepted July 10, 2020

Platelet-rich plasma (PRP) and platelet-rich fibrin (PRF) are selective blood fractions obtained by cen-
trifugation. They act locally on inflammation and immunity as adjuvant homeostatic modulators during
tissue regeneration. In recent years, many methods for achieving these blood concentrates have emerged,
whose parameters of time and force of centrifugation presented themselves as critical, conflicting, and poorly
understood points. Thus, the present study aimed to evaluate the effect of different centrifugal experimental
parameters on the concentration of cells and platelets in samples of anticoagulated blood. Blood samples
were centrifuged by forces of 200, 400 and 800 x g for 5, 10 and 15 minutes of centrifugation times to obtain
three fractions: a) platelet-poor plasma (PPP), b) leukocyte-rich plasma (L- PRP) and c) red blood cell sed-
iment (RBC). The leukocyte and platelet content of each centrifuged fraction was measured by automated
flow cytometry associated with the peroxidase reaction for differential leukocyte count. The application of
200 x g generated a more significant dispersive content of leukocytes and platelets in the supernatant fraction
of PPP when compared to the other two strength ranges. However, it presented the highest concentration of
platelets in the sediment (P <0.05 ANOVA), representing a loss of total mass during processing. The 400 and
800 x g forces showed leukocytes and platelets condensed in the L-PRP fraction and lower levels in the sedi-
ment, demonstrating the greater effectiveness of buoyancy in the resuspension of these sedimented elements.
Our experimental data showed that the concentration and organization of leukocytes and platelets in the
centrifuged blood matrices are very sensitive to variations in g force and centrifugation time, thus generating
products with different biological composition and characteristics, and with specific potential therapeutic
effects. The present study did not focus on comparing authoring methods, but on presenting the impact of
methodological variations on the biological nature of centrifuged blood matrices. Further in vivo studies are
needed to assess the specific clinical effect of each methodological change.

In blood clotting, the fibrin network, platelets/
exosomes, microparticles and leukocytes are
directly responsible for the early stages of tissue
repair, and factors such as fibrin matrix of higher

density, leukocytes and platelet concentration and
erythrocyte segregation are fundamental (1). In the
tissue repair process, blood elements that act on cell
signalling and adhesion are especially derived from

Keywords: centrifugation; g-force; platelets, leukocytes; platelet rich-fibrin
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Artigo submetido a Plos-One IF 2.776; Qualis B1 Medicina 1.

Brasilia, May 15", 2020
Editor-in-Chief
Plos One

Dear Editor,

We are submitting the research article entitled “Methodological variations
affect the release of VEGF in vitro and fibrinolysis’ time from platelet
concentrates” authored by Leonel Alves de Oliveira, Tatiana Karla Borges,
Renata Oliveira Soares, Marcelo Buzzi and Selma Aparecida Souza Kuckelhaus,
for consideration by Plos One.

Autologous blood concentrates have high applicability in the clinical
practice, however there is a lack of standardized and suitable methods to
obtaining a fibrin matrice with specific composition for each clinical proposal. In
view of this, the study sought to evaluate the influence of different g-forces and
types of tubes in the release of vascular endothelial growth factor (VEGF) from
platelet-rich fibrin (PRF) as a function of time. We highlight that this paper did not
aim to compare protocols, but to demonstrate the effect of methodological
variations, in order to propose a conceptual basis for interpreting existing
methods and developing new ones.

We declare that the mentioned manuscript has been published as preprint
(doi: 10.20944/preprints202003.0224.v1).
https://www.preprints.org/manuscript/202003.0224/v1

——

==
Corresponding author: Prof. Dr. Selma Aparecida Souza Kuckelhaus
Area of Morphology, Faculty of Medicine,
University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil, 70.910-900

E-mail: selmask@gmail.com
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PLOS ONE

Methodological variations affect the release of VEGF in vitro and fibrinolysis' time from

Article Type:
Full Title:

Short Title:

Order of Authors:

Opposed Reviewers:
Additional Information:

platelet concentrates

--Manuscript Draft--

Research Article

Methodological variations affect the release of VEGF in vitro and fibrinolysis' time from
platelet concentrates

Methodological variations affect the VEGF release and fibrinolysis' time from platelet
concentrates

Selma Aparecida Souza Kuckelhaus, Ph.D.
Universidade de Brasilia
Brasilia, BRAZIL

fibrin matrix; g-force; growth factors; scanning electron microscopy; fibrinolysis

<div class="abstract"> <p> <div>&lt;div class="abstract"&gt; &lt;p&gt; &lt;div&gt;&lt;div
class="abstract"&gt; &lt;p&gt; &lt;div&gt;&lt;div class="abstract"&gt;
&lt;div&gt;&lt;p&gt;Blood Concentrates (BCs) are autologous non-transfusional
therapeutical preparations with biological properties applied in tissue regeneration.
These BCs differ in the preparation method, in fibrin network architecture, growth
factors release as well as in platelet/cell content. Methodological changes result in
distinct matrices that can compromise their clinical effectiveness. The present study
evaluated the influence of different g-forces and types of tubes in the release of
vascular endothelial growth factor (VEGF) from platelet-rich fibrin (PRF) as a function
of time.&amp;nbsp;The PRF-like samples were obtained with three g-forces (200, 400,
and 800 x g) for 10 minutes in pure glass tubes or in polystyrene-clot activator tubes.
Scanning and Transmission electron microscopy was used to morphometric analyzes
of PRF&amp;rsquo;s specimens and flow cytometry was used to quantify VEGF slow
release until 7 days. Our results showed that platelets were intact and adhered to the
fibrin network, emitting pseudopods and in degranulation. The fibrin network was rough
and twisted with exosomic granulations impregnated on its surface. An increase in the
concentration of VEGF in the PRF supernatant was observed until 7 days for all g
forces (200, 400 or 800 xg), with the highest concentrations observed with 200 x g, in
both tubes, glass or plastic. Morphological analyzes showed a reduction in the
diameter of the PRF fibers after 7 days. Our results showed that g-force interferes with
the shape of the fibrin network in the PRF, as well as affect the release of VEGF stored
into platelets. This finding may be useful in applying PRF to skin lesions, in which the
rapid release of growth factors can favor the tissue repair process. Our observations
point to a greater clarification on the methodological variations related to obtaining PRF
matrices, as they can generate products with different characteristics and degrees of
effectiveness in specific applications.&amp;nbsp;&lt;0:p&gt; &lt;/o:p&gt; &lt;/p&gt;
&lt;/div&gt; &lt;/div&gt;&lt;/div&gt; &lt:/p&gt; &lt;/divagt;&lt;/div&gt; &lt;/p&gt;
&lt;/div&gt;</div> </p> </div>

Leonel Alves de Oliveira
Tatiana Karla Borges

Renata Oliveira Soares, Ph.D.
Marcelo Buzzi

Selma Aparecida Souza Kickelhaus

Response
The author(s) received no specific funding for this work.
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Anexo IV. _
Titulo Honorifico concedido pela Universidad Nacional de
Caaguazu — Caaguazu — Paraguay

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUAZU
Creada por Ley N° 3.198 de 04 de mayo de 2007
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
"Santo Tomds de Aquino”

CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA - UNC@

ACTA N° 03/2016
RESOLUCION CD N° 10/2016
Hoja -1-
POR LA CUAL SE NOMBRA PROFESOR VISITANTE DE LA FACULTAD DE
ODONTOLOGIA “SANTO TOMAS DE AQUINO” DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
DE CAAGUAZU, AL PROF. DR. LEONEL DE OLIVEIRA.

Coronel Oviedo, 04 de Febrero de 2016

VISTO: La propuesta presentada por la Coordinacion de Posgrado, para el
nombramiento del Prof. Dr. Leonel de Oliveira, como Profesor Visitante de la Facultad
de Odontologia “Santo Tomas de Aquino” de la Universidad Nacional de Caaguazdi.

CONSIDERANDO:

La reconocida trayectoria profesional y cientifica del Prof. Dr. Leonel de Oliveira,
quien ostenta el titulo de graduado en Odontologia y Biologia; Especialista en
Implantologia, Master en Bioquimica, Doctor en Ciencias Médicas y Profesor de
Morfologia Médica en la UNB (Brasil).

Que el Consejo Directivo, ha considerado y aprobado por unanimidad otorgar
por primera vez, la distincién de Profesor Visitante al Prof. Dr. Leonel de Oliveira,
teniendo en cuenta su destacada trayectoria profesional y cientifica mencionada, como
asi también la invitacion para la actividad del Curso sobre “Uso y Aplicacién de Fibrina
Leucoplaquetaria Aut6loga” en la Facultad de Odontologia .

Que, la Ley 3385/07 “Que establece la Carta Orgénica de la Universidad
Nacional de Caaguaz(”" en su Articulo 35, De las Atribuciones del Consejo
Directivo, dispone: inc. g) nombrar profesor visitante: en concordancia con el Articulo
5§7.- que establece: Las categorias especiales de profesor de la Universidad Nacional
de Caaguazu se rigen por las siguientes disposiciones y requisitos: inc. ¢) PROFESOR
VISITANTE: El nombramiento de profesor visitante debera recaer en personas de
reconocida capacidad cientifica que se hayan distinguido por sus obras o trabajos,
cualquiera sea su nacionalidad y que hayan sido invitados a participar de actividades
docentes, de investigacion o en trabajos de actualizacién o extensién organizados por
la Universidad, y que se ajusta a la presente circunstancia

POR TANTO, EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE
ODONTOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUAZU, en uso de sus
atribuciones y fundado en la consideracién precedente:

RESUELVE

Articulo 1° NOMBRAR, al Prof. Dr. LOENEL DE OLIVEIRA, como PROFESOR

VlSITANTE de la
// ./.
A7 A
h\?ﬁ_;ﬂmtxlﬂ
Decany

Nacional
Facuad de M UNCe
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Anexo V.
Nomeacao como Assessor Técnico do Conselho Federal de
Odontologia

0 presidente do Conselho Federal de Odontologia, no uso de suas atribuigdes
regimentais,

RESOLVE:

Art. 1°. Nomear como representantes do Conselho Federal de Odontologia,
nos assuntos relacionados a Células Tronco, Tecidos e Derivados, junto a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria - ANVISA, a partir desta data e pelo prazo de 01 (um) ano, os
seguintes cirurgides-dentistas:

titular: Moira Pedroso Ledo (CRO-PR-CD-7242), e;
suplente: Leonel Alves de Oliveira (CRO-DF-CD-8830).

Art. 2°. Dé-se ciéncia.

EIM E OLIVEIRA, CD AILTQ\%IOQMORI/LLASQDRIGUES, cb

SECRETARIO-GERAL PRESIDENTE

AMC/pap.
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Anexo VI.
Resolucao 158/2015 do Conselho Federal de Odontologia

CONSELHO
FEDERAL DE
ODONTOLOGIA

RESOLUCAO CFO-158, de 08 de junho de 2015

Regulamenta o wuso de Agregados
Plaquetarios Autélogos para fins ndo
transfusionais no Ambito da Odontologia.

O Presidente do Conselho Federal de Odontologia, no uso de suas atribuigdes
regimentais, “ad referendum” do Plenario,

Considerando que a Lei n® 5.081, de 24/08/66, que regula o exercicio da
Odontologia no Pais, reza em seu artigo 6°, que compete ao cirurgido-dentista: “I - praticar
todos os atos pertinentes a Odontologia, decorrentes de conhecimentos adquiridos em curso
regular ou em cursos de pos-graduagdo;”;

Considerando que o Cédigo de Etica Odontolégica, Resolugio CFO-118/2012,
disciplina no artigo 5°: “Constituem direitos fundamentais dos profissionais inscritos, segundo
suas atribuigdes especificas:”, em seu inciso I: “diagnosticar, planejar e executar tratamentos,
com liberdade de convicgdo, nos limites de suas atribuigdes, observados o estado atual da
ciéncia e sua dignidade profissional;”; que o artigo 11: “Constitui infragdo ética:”, em seu
inciso V: “executar ou propor tratamento desnecessario ou para o qual ndo esteja capacitado;”
e, que o artigo 44: “Constitui infragdo ética:”, em seu inciso VII: “aliciar pacientes, praticando
ou permitindo a oferta de servigos através de informagdo ou anuncio falso, irregular, ilicito ou
imoral, com o intuito de atrair clientela, ou outros atos que caracterizem concorréncia desleal
ou aviltamento da profissdo, especialmente a utilizagdo da expressao “popular”;”;

Considerando a necessidade de regulamentagio do uso de Agregados
Plaquetarios Autologos para fins ndo transfusionais no ambito da Odontologia;

Considerando ser o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) a porgdo do sangue que
contém os componentes plaquetarios, com a adi¢gdo de qualquer produto, inclusive
anticoagulante ou coagulante; e,

Considerando ser Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) a porgdo do sangue que
contém os componentes plaquetarios, sem adi¢do de qualquer produto, inclusive anticoagulante
ou coagulante,

RESOLVE:

RESOLVE:

Av. Nilo Peganha, 50, Conj. 2316, Centro, Rio de Janciro/RJ | Cep: 20020-906 | www.cfo.org.br
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Art. 1°. Reconhecer e regulamentar o uso de Agregados Plaquetarios Autdlogos
para uso exclusivamente autologo, ndo transfusional, na pratica odontologica (Plasma Rico em
Plaquetas e Fibrina Rica em Plaquetas).

§ 1°. Fica autorizada a realizagdo de venopungdo para obtengdo de Agregados
Plaquetdrios Autologos para uso exclusivo em Odontologia pelo cirurgido-dentista,
devidamente habilitado ou de profissional de saide devidamente habilitado em conjunto e
corresponsabilidade com o cirurgido-dentista.

§ 2° Para fins de comprovagdo de qualificagdo e capacitagdo em venopungdo
para obtengdo de Agregados Plaquetarios Autdlogos poderdo ser apresentados diplomas,
declaragdes, certificados e congéneres.

§ 3° O processamento do sangue humano para obten¢do do Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) em sistema fechado e a manipulagdo do sangue para a obtengdo da Fibrina
Rica em Plaquetas (PRF) podem ser realizados em centro cirurgico ou consultério odontologico
por cirurgido-dentista devidamente habilitado, em conformidade com a RDC/Anvisa - 63/2011
ou a que vier a substitui-la ou complementa-la.

§ 4°. O processamento do sangue humano em sistema aberto, para obtengdo de
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) para uso autdlogo em Odontologia, devera ser realizado
exclusivamente em Centros de Tecnologia Celular (CTCs), devidamente licenciados pela
vigilancia sanitaria competente nos termos da legislagdo vigente e mediante acordo entre os
servigos por meio de documento escrito que comprove terceirizagao.

Art. 2°. A utilizagdo de Agregados Plaquetarios Autologos em procedimentos
clinicos em desacordo com a legislagdo vigente, ou o anuncio do uso de agregados plaquetarios
como sendo o mesmo que tratamento com células-tronco, gerando confusdo ao paciente,
configura infragdo ética.

Art. 3°. Esta Resolugdo entrara em vigor na data de sua publicagdo na Imprensa
Oficial, revogada a Resolugdo CFO-153/2015 e demais disposi¢des em contrario.

Rio de Janeiro, 08 de junho 2015.

GENESIO P. ALBUQUERQUE JUNIOR, CD AILTON DIOGO MORILHAS
SECRETARIO-GERAL RODRIGUES, CD
PRESIDENTE

Av. Nilo Peganha, 50, Conj. 2316, Centro, Rio de Janciro/RJ | Cep: 20020-906 | www.cfo.org.br
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Anexo VII.
Projeto de Pesquisa em Lesdes Cutaneas do membro inferior

F UNIVERSIDADE DA REGIAO Plataforma
diktollia DE JOINVILLE UNIVILLE %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: MEMBRANA DE FIBRINA LEUCOPLAQUETARIA AUTQLOGA: NOVA PERSPECTIVA
NO TRATAMENTO DE FERIDAS CRONICAS EM LESOES TROFICAS DE MEMBRO
INFERIORES

Pesquisador: ROBERTO TEODORO BECK

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 80951517.6.0000.5366

Instituicdo Proponente: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE - UNIVILLE
Patrocinador Principal: CURITIBA BIOTECNOLOGIA LTDA - ME

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.563.790

Apresentacao do Projeto:
Consta no Parecer Consubstanciado do CEP - Numero 2.515.649.

Objetivo da Pesquisa:
Consta no Parecer Consubstanciado do CEP - Numero 2.515.649.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Consta no Parecer Consubstanciado do CEP - Numero 2.515.649.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Consta no Parecer Consubstanciado do CEP - Numero 2.515.649, no entanto, o pesquisador esclarece que
os procedimentos de coleta de sangue e preparagdo da Membrana de Fibrina Leucoplaquetaria Autoléga
serdo realizados em consultério médico localizado no Instituto de Angiologia e Cirurgia Vascular de Joinville,
situado na Rua Blumenau, 465, América, Joinvillle-SC, e que os referidos procedimentos serdo realizados
pelo pesquisador responsavel pelo estudo proposto.

Novo cronograma de pesquisa foi anexado e indica a coleta dos dados no periodo de 04/05/2018 a
23/06/2018, sendo o encerramento da pesquisa previsto para 28/09/2018.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Consta no Parecer Consubstanciado do CEP - Numero 2.515.649.

Endereco: Rua Paulo Malschitzki, n° 10. Bloco B, Sala 117. campus Bom Retiro

Bairro: Zona Industrial CEP: 89.219-710
UF: SC Municipio: JOINVILLE
Telefone: (47)3461-9235 E-mail: comitetica@univille.br

Péagina 01 de 04
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Anexo VIIl.
Projeto de Pesquisa em Les6es musculo-tendineas

ﬁﬂ”&“ﬁg' HOSPITAL MUNICIPAL SAO QRpiossporme

JOSE JOSE/HMSJ JOINVILLE/ SC  &%8rasil

oo - T

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FIBRINA RICA EM PLAQUETAS EM FASE LIQUIDA NO REPARO DE LESOES
MUSCULO-TENDINOSAS: NOVA PERSPECTIVA DE TRATAMENTO

Pesquisador: Niso Eduardo Balsini

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 92284718.0.0000.5362

Instituicao Proponente: CENTRO DE ORTOPEDIA E FRATURAS DE JOINVILLE S/S LTDA - EPP
Patrocinador Principal: CENTRO DE ORTOPEDIA E FRATURAS DE JOINVILLE S/S LTDA - EPP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.818.186

Apresentacao do Projeto:

As lesbes musculo-tendinosas atingem grande parte da populagéo e sdo desordem de dificil abordagem e
tratamento. A fibrina rica em plaguetas em fase liquida € um produto obtido a partir da separacao dos
elementos do sangue autélogo e, baseado nos bons resultados obtidos na melhora de afecgdes gengivais e
osseas da cavidade oral, apresenta-se como uma alternativa possivel na abordagem das tendinopatias.
Este trabalho baseia-se na aplicagdo a fibrina rica em plaquetas em fase liquida em lesdes
musculotendineas. Serdo apresentados 10 casos de pacientes submetidos a aplicagdo da técnica e o
acompanhamento clinico e radiolégico dos mesmos. O principal critério de inclusdo sera: lesdes musculares
agudas de grau Il ou Il e/ou lesdes tendinosas, que ndo tenham submetidos a tratamento cirargico prévio
no local e que ndo possuam doenga articular associada.Metodologia: sera realizada a coleta de sangue
autblogo de cada paciente em tubos a vacuo sem anti-coagulante em quantidade

compativel com a area em que seré realizada a aplicagéo- limite minimo de 2 tubos e méaximo de 16 tubos
por aplicagcdo (160 mL). O local da aplicagéo sera limpo e anestesiado localmente, com material descartavel
e estéril a fibrina rica em plaquetas em fase liquida sera retirada do tubo e injetada na
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do trabalho revisado/ approve the work, pending formal review, assigning up to 30 days for the final delivery of the
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rules set forth by the University and all other applicable rules. I also accept as valid the electronic signature by user and password. It is my
sole responsibility the secrecy of the password for accessing the system and the content of the documents and information provided by me. I
commit to present the original documents inserted into the system by me should they be requested by the University of Brasilia. I declare to be
aware electronic demands can only be send between 3:00 and 23:59, Brasilia official time. I am aware I can track the status of requests via the
External User environment of SEI-UnB.
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Documento deverd ser assinado por/ This document must be signed by:

e Presidente da Comissdo Examinadora/ The Chair of the Examining Board
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— -
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. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site http://sei.unb.br/sei/controlador_externo.php?
i) '?; acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 5470276 e o c6digo CRC
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