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INTRODUÇÃO
O Plasma Rico em Fibrina (PRF) é um concentrado plaque-

tário que tem sido empregado em diversas técnicas de enxertos 
para regeneração tecidual guiada apresentando excelentes resul-
tados1-6. O PRF é constituído por uma rede de fibrina rica em bio-
moléculas capazes de favorecer a adesão e migração celular1, 7, 8. 
Desta forma, sua utilização como scaffold natural em estudos fo-
cados na regeneração tecidual tem sido objeto de investigação8-10.

Scaffolds são estruturas porosas e tridimensionais que devem 
atuar como análogos à matriz extracelular (MEC). Além de for-
necer sustentação estrutural, os scaffolds devem fornecer sítios 
específicos de ancoragem, como as integrinas (RGD) que de-
sempenham papel fundamental no processo de adesão celular. 
Ademais, devem atuar como guias biológicos capazes de regular 
o comportamento celular11. Tais estruturas podem ser classifi-
cadas quanto à origem de seu material constituinte: naturais 
ou sintéticos10. Scaffolds naturais são compostos por proteínas e 

polissacarídeos originados de estruturas biológicas12. A fibrina, 
o colágeno e o ácido hialurônico são exemplos de materiais base 
para a confecção de scaffolds naturais. Além disso, é crescente a 
utilização de polímeros naturais para tal finalidade, principal-
mente pela possibilidade de produzirem biomateriais biodegra-
dáveis e biomiméticos que são capazes de manter uma prévia da 
organização biológica da sua MEC de origem11, 13, 14.

Scaffolds à base de polímeros sintéticos têm suas proprieda-
des físico-químicas (índice de degradação, tamanho das micro-
porosidades e a resistência mecânica) altamente controláveis. Os 
polímeros sintéticos mais utilizados para a construção de sca-
ffolds são ácido poli-L-lático (PLLA), ácido poli glicólico (PGA) 
e seus copolímeros como o ácido poli lático coglicólico (PLGA). 
Contudo, eles não possuem comportamento bioativo11, 13, 15. Re-
centemente materiais biológicos como o PRF e o colágeno têm 
sido utilizados como scaffolds naturais, devido ao fato de possu-
írem receptores de superfície que aumentam a compatibilidade 
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celular7, 14. Diversas moléculas bioativas como as interleucinas e 
os fatores de crescimento são observadas na estrutura do PRF7. 
Além disso, sua forma de obtenção é relativamente simples, sen-
do necessária apenas uma centrifugação sanguínea com uma 
força de 400 gravidades, descrita inicialmente por Choucroun 
et al.16 (2001).

 Estudos têm demonstrado que o tamanho, o formato e a 
disposição dos poros em diversos tipos de scaffolds podem in-
fluenciar no comportamento das células14, 17, 18 além de influenciar 
na sua diferenciação19. O cultivo de células em scaffolds de PRF 
tem se mostrado complexo, principalmente no que diz respeito 
à colonização no interior da rede de fibrina, que apresenta uma 
elevada quantidade de microporos, dificultando o cultivo e a 
migração celular no interior destes scaffolds. O cultivo de células 
no PRF se dá basicamente através da semeadura direta de células 
sobre a superfície desse scaffold. No entanto, esse método tem 
demonstrado não apresentar uma favorável penetração das cé-
lulas devido a consistência sólida da fibrina. Assim, estudos têm 
explorado a fragmentação mecânica do PRF para favorecer o cul-
tivo celular9, 10, 20. No entanto, estes métodos acabam destruindo 
completamente a organização do PRF, que é muito semelhante 
ao coágulo sanguíneo normal21.

Características estruturais dos scaffolds, como tamanho e for-
mato dos poros e diâmetro das fibras, exercem significativa in-
fluência sobre propriedades celulares (migração, proliferação e 
diferenciação)19, 22-25. Nesse contexto, a integridade estrutural do 
PRF é de suma importância quando se objetiva utilizar tal estru-
tura como scaffold. Além disso, outro importante fator que coor-
dena a atividade biológica das células compreende a apresenta-
ção dos fatores de crescimento pelo scaffold26. Nesse contexto, o 
desenvolvimento de metodologias que possibilitem aumentar a 
porosidade do PRF, sem destruir completamente sua integrida-
de, é imprescindível na utilização desse concentrado em terapias 
regenerativas que utilizam princípios da engenharia tecidual. 
Assim, o presente estudo investigou se o tratamento criogênico 
é capaz de elevar a quantidade de macroporos no Plasma Rico 
em Fibrina utilizado como scaffold sem destruir totalmente sua 
integridade estrutural.

MATERIAIS E MÉTODOS
O presente trabalho foi aprovado pelo comitê de ética em 

pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Fede-
ral de Pelotas, sob parecer 1.989.692. Amostras de sangue foram 
obtidas a partir de doação de um dos pesquisadores (LAC). Três 
amostras de sangue foram coletadas em tubos de coleta de san-
gue a vácuo de 8ml sem anticoagulantes e imediatamente centri-
fugadas como descrito por Choucroun et al.16 (2001). Brevemente, 
cada recipiente foi centrifugado por 10 minutos com uma força 
G de 400 através da seguinte equação (FCR: Força centrífuga 
resultante expressa em G; RPM: rotações por minuto; R: raio da 
centrífuga): FCR(G) = 1,12 . R . (RMP ⁄ 1000)^2.

Após a centrifugação, os recipientes foram conduzidos para 
uma capela de fluxo laminar em condições estéreis para a ma-
nipulação do PRF. Com uma pinça estéril, o PRF foi removido 
e cortado cuidadosamente abaixo da região do “buffy coat”. Esta 
região é extremamente importante, pois concentra a maior parte 
das células brancas e plaquetas após o processo de centrifugação. 
A primeira amostra foi submetida à criopreservação por 7 dias 

em um ultrafreezer (-80°C). A segunda foi criopreservada por 
um ano sob as mesmas condições. A última amostra foi imedia-
tamente imersa em formol a fim de servir como controle. Após 24 
horas, as amostras foram emblocadas em parafina sendo realiza-
da a microtomia de 3µm de espessura, seguido da desidratação 
e diafanização das secções histológicas. Então, foi realizada a 
coloração de Hematoxilina e Eosina (H&E).

 Cada lâmina foi levada ao microscópio óptico para avaliação 
das características histológicas, sendo realizada a tomada digital 
de imagens (n=10) da rede de fibrina. Três dessas imagens, as 
quais foram consideradas representativas da estrutura do PRF, 
foram selecionadas e a mensuração da área dos poros foi realiza-
da através do Software Image J®. Inicialmente, a escala do softwa-
re foi calibrada de acordo com as imagens utilizadas. A cor das 
imagens foi transformada em formato binário (preto e branco) e 
o contraste foi ajustado para reduzir oscilações bruscas nos ní-
veis de cinza. Assim, foi utilizada a função Analyze Particles. Essa 
função permite a obtenção do desenho de cada poro, que foram 
contrastados com a imagem original. Quando observadas diver-
gências, estas foram alteradas manualmente. Com o desenho de 
todos os poros ajustados, a função foi novamente selecionada 
calculando automaticamente a área ocupada por cada poro. Para 
análise dos dados, os poros foram categorizados de acordo com 
o tamanho: macro ≥ 50µm e microporos < 50µm. Desta forma, 
a quantidade de poros presentes foi contada e a área de cada 
poro foi quantificada, assim como a proporção de macro/micro 
poros presentes nos diferentes períodos de armazenamento. Os 
resultados obtidos foram analisados descritivamente.

RESULTADOS
O grupo controle apresentou uma vasta rede com porosidade 

homogênea em coloração rosa claro. Em contrapartida, após 7 
dias de criopreservação a -80°C observamos a formação de gran-
des poros permeados por pequenos poros similares aos da fibri-
na controle (Figura 1). De forma semelhante, o PRF criopreser-
vado por um ano também apresentou grandes poros mesclados 
por pequenos poros.

Após análise no programa Image J (NIH), foi possível obser-
var que a rede de fibrina no grupo controle apresentou cerca 
de 34 mil poros, enquanto que no PRF armazenado por 7 dias 
foram observados quase 8 mil poros. Após um ano de armaze-
namento, o número total de poros diminuiu para quase 7 mil, 
demonstrando uma gradual diminuição (Tabela 1). Além disso, 
a área média dos poros, assim como o tamanho máximo obser-
vado, apresentaram uma progressão diretamente proporcional 
ao tempo de armazenamento. O tratamento criogênico por sete 
dias elevou a proporção de macroporos para 76%, enquanto que 

Tabela 1 - Descrição dos poros da rede de fibrina (em micrômetros) submetidas à 
criopreservação por diferentes períodos de tempo

armazenamento
número de 
poros

Área média 
(dp)

Tamanho 
mínimo

Tamanho 
máximo

Nenhum 34024 1.49 (3.60) 0.26 134.98

7 dias 7951 3.32 (14.61) 0.26 608.83

1 Ano 6846 5.10 (18.83) 0.26 707.64

*DP: Desvio Padrão
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no grupo controle foi observado 64% de macroporos. Seguindo o 
mesmo padrão, a criopreservação por um ano elevou para 82% a 
quantidade de macroporos da rede de fibrina (Tabela 2).

DISCUSSÃO
O PRF tem se mostrado promissor em diversas terapias que 

buscam a regeneração de tecidos periodontais, ósseos e pulpa-
res1, 2, 4-6, 27-30. No entanto, sua utilização como scaffold natural tem 
sido pouco investigada principalmente pela dificuldade de se-
mear células no interior do coágulo de fibrina, que é semelhante 
ao coágulo sanguíneo - sem uma quantidade significativa de 
macroporos21. Assim, o presente estudo demonstrou que o tra-
tamento criogênico do PRF é capaz de elevar consideravelmente 
a quantidade de macroporos presentes no PRF sem destruir to-
talmente o arranjo da rede de fibrina, podendo favorecer a seme-
adura direta de células-tronco.

O tratamento criogênico é uma ferramenta simples e pode ser 
realizado em qualquer laboratório, uma vez que se se baseia em 
princípios básicos de química. Quando submetemos substâncias 
constituídas por H2O, como o caso do PRF, a temperaturas abai-
xo de 4°C, essas substâncias tendem a aumentar o seu volume 
devido à dilatação anômala da água31. Dessa forma, ocorre uma 

elevação no volume quando resfriadas de 4°C a 0°C, causando 
o rompimento de diversos microporos na rede de fibrina32. Tal 
acontecimento causou um aumento no tamanho médio dos po-
ros da fibrina. Através da análise histológica, é possível observar 
uma alteração evidente na arquitetura das fibras do PRF após 
7 dias de criopreservação. No entanto, esta alteração é menos 
agressiva que a realização de secções no PRF, além de manter o 
conjunto totalmente unido, o que facilita sua utilização em enge-
nharia tecidual. Além disso, observamos um aumento direto na 
quantidade de macroporos em relação ao tempo de criopreser-
vação, que também parece influenciar no tamanho dos poros e a 
quantidade de macroporos formados. É importante ressaltar que 
mesmo com a elevação de macroporos uma grande quantidade 
de microporos foi observada, mesmo após um ano de tratamento 
criogênico.

A manutenção de microporos é um fator importante para que 
o scaffold não perca a capacidade de adesão celular, uma vez que 
a quantidade e a forma dos poros em um scaffold são determinan-
tes na adesão, proliferação e diferenciação celular24, 25. Demarco 
et al.19 (2010) avaliou a influência de scaffolds produzidos com di-
ferentes porógenos (sal e gelatina) na capacidade proliferativa e 
de diferenciação de células-tronco pulpares (DPSC) em modelos 
in vitro e in vivo. Poros formados pela gelatina apresentam for-
matos esféricos, enquanto que poros formados pelos cristais de 
sal apresentam formatos irregulares. Este estudo observou que 
tanto o sal como a gelatina utilizada como agente porógeno em 
scaffolds de PLLA apresentaram semelhante proliferação celular. 
Além disso, pequenas modificações na expressão de marcado-
res de diferenciação celular (matrix extracellular phosphoglyco-
protein - MEPE -, dentin sialophosphoprotein –DSPP- e dentin 
matrix protein 1 - DMP1) foram observadas entre os poróge-
nos19. O fator que apresentou maior influência na proliferação 

Tabela 2 - Distribuição de macro e microporos na rede de fibrina submetida à 
criopreservação por diferentes períodos de tempo

armazenamento microporos (%)  macroporos (%)

Nenhum 35.89 64.11

7 dias 23.61 76.39

1 Ano 17.21 82.79

Macroporos ≥ 50 µm; microporos < 50 µm

Figura 1 - Cortes histológicos do PRF submetido a diferentes períodos de criopreservação e suas imagens em formato binário. (A) PRF controle e sua imagem em coloração 
binária (D); (B) PRF submetido a 7 dias de criopreservação e sua imagem binária (E); (C) PRF submetido a um ano de criopreservação e sua imagem binária (F)
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e diferenciação celular foi à presença de cortes de dentina cir-
cundando os scaffolds condicionados com ácido etilenodiamino-
tetracético (EDTA). Este ácido tem a capacidade de liberar os 
fatores de crescimento aprisionados no interior do tecido denti-
nário, que, por sua vez, induziram uma melhor resposta nestes 
grupos19. A presença de moléculas bioativas é capaz de reger o 
comportamento celular e também apresenta um papel extrema-
mente importante na colonização de scaffolds11, 12, 33. Estudos que 
avaliaram a manutenção de fatores de crescimentos em tecidos 
criopreservados não observaram alterações significantes na ex-
pressão de biomoléculas34, 35, no entanto, nenhum estudo avaliou 
se o mesmo ocorre com as biomoléculas presentes no PRF.

A avaliação estrutural PRF através do programa Image J®, 
permitiu quantificar os poros presentes nos cortes histológicos 
além da proporção de macro/micro poros presentes nos diferen-
tes períodos de armazenamento. Apesar da International Union of 
Pure and Applied Chemistry classificar microporos como menores 
de 2 nanômetros (nm), mesoporos entre 2 e 50 nm e macroporos 
aqueles maiores que 50 nm, a classificação nas ciências de bio-
materiais é realizada de forma diferente36: macroporos são poros 
maiores ou iguais a 50 µm e microporos são aqueles menores que 
50 µm 25. Desta forma, o presente estudo optou por classificar o 
tamanho dos poros da forma como a literatura tradicional reali-
za. Assim, os dados demonstraram um progressivo incremento 
do tamanho dos macroporos em relação aos microporos com o 
aumento do tempo de criopreservação do PRF.

O aumento do tamanho dos poros em scaffolds apresenta uma 
diminuição exponencial em suas propriedades mecânicas, no 
entanto, uma elevação na quantidade de macroporos favorece a 
permeabilidade inicial de células semeadas sobre os scaffolds, pro-
piciando uma maior colonização inicial e consequente prolifera-
ção celular25. Desta forma, um scaffold com canais de interconexão 
de 50 a 100 µm é desejada37. Alguns estudos têm observado uma 
dificuldade na semeadura de células em scaffolds de PRF e têm 
desenvolvido estratégias para superar tal problema9, 10, 20. Estas 
estratégias se baseiam principalmente na fragmentação da rede 
de fibrina para prover e aumentar a superfície de adesão celular. 
No entanto, essas técnicas destroem totalmente a rede de fibrina 
formada, formando pequenas micelas. Constatando que o trata-
mento criogênico do PRF pode prover uma elevação no tamanho 
de macroporos mantendo uma considerável parcela de micropo-
ros permeados em seus entornos, podemos hipotetizar que o PRF 
previamente submetido a tratamento criogênico, por apresentar 
uma maior porosidade, facilitaria o processo de semeadura e pro-
liferação das células no scaffold. Desta forma, o emprego desta 
técnica pode ser um importante avanço para o desenvolvimento 
de terapias regenerativas8, 11, 15 principalmente em detrimento de 
técnicas que utilizam materiais sintéticos38. No entanto, novas in-
vestigações devem ser feitas para testar esta hipótese, além de 
investigar se de fato a criopreservação não pode alterar as proprie-
dades biológicas dos fatores de crescimentos presentes no PRF.

CONCLUSÃO
O tratamento criogênico do Plasma Rico em Fibrina a -80°C 

por 7 dias ou um ano foi capaz de elevar a quantidade de macro-
poros mantendo uma considerada quantidade de microporos. 
Com o aumento do tempo de tratamento criogênico um maior 
número de macroporos foi observado.
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ABSTRACT
Objectives: To investigate whether the cryogenic treatment 

is able to increase the amount of macropores in the Fibrin Rich 
Plasma (PRF) used as scaffold, without destroying its structural 
integrity. Methods: Three blood samples (10 ml) were processed 
to obtain the PRF. The samples were stored in ultra-freezer (-80° 
C) and maintained for seven days or one year. As a control, PRF 
immediately after their acquisition was used. After each stor-
age period, PRF was prepared for histological analysis. Three 
representative areas of each sample were selected and evaluated 
in Image J software for pore size: macro ≥ 50 µm and micro-
pores < 50 µm. Results: After seven days and after one year of 

cryopreservation was observed a total area of macropores com-
prising 76% and 82% of the PRF, respectively. In PRF processed 
immediately after collection was observed 64% of macropores. 
As observed, the cryopreservation changed the structural ar-
rangement of the PRF. Conclusion: The cryogenic treatment of 
PRF at -80 ° C (for 7 days or one year) increased the amount of 
macropores maintaining a considerate amount of micropores. 
A greater number of macropores was observed as the cryogenic 
treatment time was increased.

KEYWORDS: Cryopreservation; Fibrin; Tissue engineering.
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