UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
Departamento de Biologia Basica e Oral

Programa de Pds-Graduacado em Biologia Oral

Efeitos de agregados plaquetéarios produzidos por trés protocolos de

centrifugacdo na neoformacgéo 6ssea em defeitos criados em calvaria de ratos

DEBORA DE SOUZA FERREIRA SAVIO

RIBEIRAO PRETO
2022






DEBORA DE SOUZA FERREIRA SAVIO

Efeitos de agregados plaquetéarios produzidos por trés protocolos de

centrifugacdo na neoformacado 6ssea em defeitos criados em calvaria de ratos

Versao Corrigida

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo  Preto, da
Universidade de S&o Paulo, para obtencédo do
titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de Concentracéo: Biologia Oral

Orientador: Prof. Dr. Michel Reis Messora.

RIBEIRAO PRETO
2022



Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio

convencional ou eletrbnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacao da Publicacao
Biblioteca Central do Campus USP - Ribeirdo Preto.
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo

Savio, Débora de Souza Ferreira.

Efeitos de agregados plaquetarios produzidos por trés protocolos de
centrifugacéo na neoformacao 6ssea em defeitos criados em calvaria de ratos / Débora
de Souza Ferreira Savio; orientador Michel Reis Messora — Ribeirdo Preto, 2022.

162 p.: il.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade de Sao Paulo, 2022.
Verséao Corrigida

1. Regeneracdo Ossea. 2. Regeneracdo Tecidual Guiada. 3. Fibrina.




FOLHA DE APROVACAO

SAVIO, D. S. F. Efeitos de agregados plaquetarios produzidos por trés
protocolos de centrifugacdo na neoformacdo O0ssea em defeitos criados em
calvéaria de ratos. 2022. 162 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Oral) — Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Aprovada em: I

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicéo:

Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento: Assinatura:







Dedicatoéria






2
% maﬁ/ﬁo/, %zw‘x we,
/50//6 me dar a chance de ser

melhor a cada dia.






Agradecimentos







%fd{#{eﬂ //)/'émafrdme/z/e a @2{(4 /e/a dom da vida e /é(m duminar ¢ mew

caminhic, dandeo-me /é/(a/ e (/efem}wmfda/édwa aleancar of mes a?k[//md .

%J meus /)(1/3 @-@Je e %Mw) , /0/6 lode ¢ amaor e dedicacdac, /)a‘//f/

l

estarem ac mew lade nas yx//fmm% mﬂym}ﬂw € NAS maliores (/y'fz(f(//a/dn/ezj. %

A ~ . F .
d/ﬁ?ﬁl’//é(}// veeaEs e Myiﬂlf(}//

7 minliae Ermne, ernande, /é(/'//f/ ler me ensinade a me ///fec»(f/y/mt e cuidar de

voee. 7@ lem loda a minka d(/ﬁzé/fafd@/ée/a//éeddad/ inerivel que dge lernacd.

%,
S mew maride ¢ 00?7%61//246&/(0 de vida, ﬁa"@ %{Z por me i?l%/(él’b//ld//;

¢ R A . .
/6/0 c;ba[a e amaor incondicional, a@e[/o«f @ 0666 al minhas melhores emzy/afjfdd,

3
T me////{/ﬁm %MWM /56/4/ 0«//)0%{///?/;6/(”//6 de ser sua mae ¢ a/é//e/zckw a cada
diaw a ser wma pessoa mellior. %f nao lembre mais comae minka vida era anles

de voce!

Cy ; é Z/li [ ) ) - .
s meus daymd, e 3. /éat//é deremn d@ﬁ}éﬂé Z‘(/‘ﬁ//’@j@/z[@/ e g{(t/(l;%ﬁ&
/ ¢

a lornar mais leve minfia jornadea.

2,
% mew crienlader, @;9/ % /émo me abrir lantas /)(/‘f/(/dt)/, /écv/& me

/)/fc/f‘écv/f(x'mzw/& lantc conliecimente, e acima de tudo, /é(’/dybd(’fé/l('[da

S amiqes da TORG w%Jd %W % % @W
&W %W % OM@ ] /(i//fd/l/l/ ] /m(/dmmz/m?j /)(Mfd/ ¢



desenvclvimento deste //f(/'dou %;n &;éea’a/, a %Jd e a %JM& /wc

cuidarem dos mews rales durante ((ﬁmz(/wm'a/

2 ) 77 R .
S todles o5 /fyéﬂom e (é,)/ﬁszwioWé da 1%@ @ cyéemﬂ/m(m/ﬁ da
D) )
@/0/{;7/{1 Oral e da @ ericdontia, /ﬁ/ﬁ/@(f//ﬁ?d(ﬁﬂ@/#ﬂ/ ne desenvolvimentc

de ciéncia.

L%/cyéﬂw@ L@-@W @/édmwt& (O%%%”%@ — L%(ﬂméa) , /é(f/w

g’((f/ﬂﬁ/nf/dﬁwﬂm/ ne desenvclvimende deste traballo.



Resu







RESUMO

SAVIO, D. S. F. Efeitos de agregados plaquetarios produzidos por trés
protocolos de centrifugacdo na neoformacdo 6ssea em defeitos criados em
calvaria de ratos. 2022. 162 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Oral) — Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Este estudo avaliou o potencial regenerativo de agregados plaquetarios obtidos por 3
protocolos diferentes produzidos em equipamentos de centrifugacado horizontal (H-
PRF) e de angulo fixo (L-PRF e A-PRF) na neoformacédo O0ssea em defeitos de
tamanho critico (DTCs) em calvaria de ratos. Previamente a execucao do experimento
principal, animais adicionais foram utilizados para validacdo dos protocolos de
centrifugacéo utilizados neste estudo por meio de andlise por pipetagem sequencial.
Para o experimento principal, 32 ratos foram divididos em quatro grupos: C, L-PRF,
A-PRF e H-PRF. Apés coleta de sangue dos animais por puncéo cardiaca, agregados
plaquetéarios foram preparados por protocolos de centrifugacdo vertical (L-PRF e A-
PRF, preparados em centrifuga de angulo fixo [33° de angulacdo do rotor, 55mm de
raio na altura do coagulo, 86mm de raio maximo]) e horizontal (H-PRF, preparado em
centrifuga de rotor basculante). Para o preparo da L-PRF, o sangue foi centrifugado a
uma Forca Centrifuga Relativa maxima (RCFmax) de 701g (Forca G) por 12 minutos;
para o preparo da A-PRF, o sangue foi centrifugado a uma RCFmax de 216g, por 14
minutos; o preparo da H-PRF foi realizado pela centrifugacdo do sangue a uma
RCFmax de 700g por 8 minutos. Foram criados DTCs de 5mm de diametro nas
calvarias dos animais por osteotomia com broca trefina em baixa rotacdo e irrigacao
abundante com solucéo salina estéril. Marcacdes de améalgama foram feitas para
auxiliar a identificagcdo das margens originais do defeito durante o processamento
laboratorial. Os defeitos dos grupos C, L-PRF, A-PRF e H-PRF foram preenchidos
com coagulo sanguineo, L-PRF, A-PRF e H-PRF, respectivamente. Aos 14 e 30 dias
foram realizadas injecdes dos fluorocromos calceina (CA) e alizarina (AL),
respectivamente. A eutanasia ocorreu aos 35 dias pds-operatorios. Analises
microtomograficas, por microscopia de fluorescéncia e histomorfométricas foram
realizadas. Os dados foram estatisticamente analisados (ANOVA, Tukey, p<0,05). Os
grupos L-PRF, A-PRF e H-PRF apresentaram maiores valores de volume 0sseo
percentual (BV/TV), area de osso neoformado (AON) e maior precipitacdo de CA e AL
do que o grupo C (p<0.05). O grupo H-PRF apresentou maiores valores de BV/TV,
namero de trabéculas 6sseas (Tb.N), AON e maior precipitacdo de AL do que os
grupos A-PRF e L-PRF (p<0,05). Pode-se concluir que: i) os agregados plaquetarios
L-PRF, A-PRF e H-PRF potencializam a neoformacéo 6ssea em DTCs em calvaria de
ratos; ii) o protocolo de centrifugacao horizontal promoveu maior neoformacgao 0ssea
no tratamento de DTCs criados em calvaria de ratos.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea. Fibrina Rica em Plaquetas. Ratos.
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ABSTRACT

SAVIO, D. S. F. Effects of platelet aggregates produced by three centrifugation
protocols on bone neoformation in defects created in rat calvaria. 2022. 162 f.
Dissertacado (Mestrado em Biologia Oral) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

This study evaluated the regenerative potential of platelet aggregates obtained by 3
different protocols produced in horizontal (H-PRF) and fixed-angle (L-PRF and A-PRF)
centrifuge in bone neoformation in critical size defects (CSDs) in rat calvaria. Prior to
the execution of the main experiment, additional animals were used to validate the
centrifugation protocols used in this study by sequential pipetting analysis. For the
main experiment, 32 rats were divided into four groups: C, L-PRF, A-PRF and H-PRF.
After collecting blood from the animals by cardiac puncture, platelet aggregates were
prepared by vertical centrifugation protocols (L-PRF and A-PRF, prepared in a fixed-
angle centrifuge [33° rotor angle, 55mm radius at the clot height, 86mm maximum
radius]) and horizontal (H-PRF, prepared in a swing-out rotor centrifuge). To prepare
the L-PRF, the blood was centrifuged at a Relative Centrifugal Force (RCF)-max of
701g (G-force) for 12 minutes; to prepare the A-PRF, the blood was centrifuged at
216g RCFmax for 14 minutes; H-PRF preparation was performed by centrifuging the
blood at 700g RCFmax for 8 minutes. 5mm diameter DTCs were created in the
animals' calvaria by osteotomy with a trephine drill at low rotation and abundant
irrigation with sterile saline solution. Amalgam markings were made to help identify the
original margins of the defect during laboratory processing. Defects in groups C, L-
PRF, A-PRF and H-PRF were filled with blood clot, L-PRF, A-PRF and H-PRF,
respectively. At 14 and 30 days, injections of the fluorochromes calcein (CA) and
alizarin (AL) were performed, respectively. Euthanasia took place 35 days after
surgery. Microtomographic, fluorescence microscopy and histomorphometric analyzes
were performed. Data were statistically analyzed (ANOVA, Tukey, p<0.05). The L-
PRF, A-PRF and H-PRF groups showed higher values of percent bone volume
(BV/TV), newly formed bone area (NFBA) and greater precipitation of CA and AL than
the C group (p<0.05). The H-PRF group showed higher values of BV/TV, number of
trabeculae (Th.N), NFBA and higher precipitation of AL than the A-PRF and L-PRF
groups (p<0.05). It can be concluded that: i) platelet aggregates L-PRF, A-PRF and H-
PRF potentiate bone neoformation in DTCs in rat calvaria; ii) the horizontal
centrifugation protocol promoted greater bone neoformation in the treatment of CSDs
created in rat calvaria.

Key words: Bone Regeneration. Platelet-Rich Fibrin. Rats.
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1 INTRODUCAO

Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos — L-PRF

Um dos maiores desafios de terapias regenerativas na Odontologia,
principalmente apdés o advento dos implantes de titanio, encontra-se em repor
adequadamente os tecidos perdidos, ou mesmo evitar a perda antes que ela ocorra,
para que o tratamento instituido resulte em sucesso e longevidade. A complexidade
dos tecidos orais, tratando-se de tecidos moles ou mineralizados, com diferentes tipos
celulares organizados em matrizes extracelulares altamente especializadas, estimula
a busca pelo desenvolvimento de materiais que promovam a regeneracao de maneira
efetiva em areas de defeito (GHANAATI et al., 2014; MIRON et al., 2017; SANTINONI
et al., 2020; URBAN; MONJE, 2019).

Com isso, a engenharia tecidual evolui e introduz uma série de procedimentos
e materiais regenerativos, tais como membranas e enxertos 0sseos de origem
humana, animal ou sintética, fatores de crescimento como Proteinas Morfogenéticas
Osseas (BMPs) e Matriz Derivada de Esmalte (EMD), transplante de células estromais
da medula 6ssea, culturas celulares, que variam de intervencdes mais simples até as
mais ambiciosas (FUCHS et al., 2009; GHANAATI et al., 2011; MIRON et al., 2017,
OKAMOTO et al., 2011; SARBAN et al., 2009; UNGER et al., 2010).

Porém, muitas das terapias regenerativas estabelecidas em literatura envolvem
técnicas complexas, de alto custo e que demandam tempo para sua aplicacao,
levando a necessidade de desenvolvimento de estratégias terapéuticas faceis de
serem aplicadas na clinica diaria, por meio de materiais que atuem como barreira
temporaria e estimulem a regeneracao tecidual. Nesse sentido, tem sido proposta nos
altimos anos a utilizacdo de concentrados plaquetarios produzidos a partir do sangue
do proprio paciente, obtendo-se uma membrana tridimensional facilmente aplicavel e
com resultados promissores na promocdo da regeneracao tecidual. Esta estratégia
terapéutica utiliza células e fatores de crescimento coletados do proprio paciente, os
quais sdo aplicados no sitio cirirgico para estimular a regeneracdo dos tecidos
(DOHAN et al., 2006a; DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009;
FIJINHEER et al., 1990; GHANAATI et al., 2018; MIRON et al., 2017).

O uso do Plasma Rico em Plaquetas (PRP), primeira geracao de concentrados

plaguetarios obtidos por meio da centrifugacdo de sangue autologo, foi relatado pela
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primeira vez por Marx e colaboradores (1998). O método demonstra resultados
positivos em relacdo a concentracdo de plaguetas e liberacdo de fatores de
crescimento responsaveis pela proliferacao e migracéo celular (MARX, 2004). Porém,
a obtencédo do PRP exige a necessidade da coleta de sangue em tubos contendo
anticoagulantes, o que pode ser prejudicial para seu potencial biolégico, visto que a
coagulacédo € um processo importante durante a regeneracao tecidual (FIJNHEER et
al., 1990; MARX, 2004; MIRON et al., 2019a).

Nesse sentido, a Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos (L-PRF) surge como
uma técnica mais acessivel e de simples obtencéo, permitindo sua aplicacdo nos mais
diversos procedimentos cirargicos orais com o objetivo de acelerar a formacao de
novos tecidos (DEL FABBRO; GALLESIO; MOZZATI, 2015). Além da facilidade de
obtencao e aplicacdo e da néo utilizacdo de anticoagulantes na coleta do sangue, a
L-PRF apresenta outras vantagens em relacdo ao PRP, tais como a manutencao da
estabilidade da membrana nos tecidos por mais tempo, 0 que permite a retencéo das
plaquetas e liberacdo de fatores de crescimento de maneira mais lenta e gradual
(KOBAIASHI et al., 2016).

Descrita pela primeira vez por Choukroun e colaboradores (2001), a L-PRF
consiste em uma rede de fibrina tridimensional, caracteristica dos estagios finais da
cascata de coagulacao, formando um arcabouco biolégico que atua como fonte de
citocinas e fatores de crescimento, tais como fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), fator de crescimento transformador (TGF)-B, fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF)-1, fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF). Assim, promove a aceleracdo da migracao e
proliferacao celular, angiogénese, modulacao da resposta imunoldgica e recrutamento
de células mesenquimais indiferenciadas, o que favorece a reparacao e regeneracao
de tecidos moles e duros (BASLARLI et al., 2015; CHOUKROUN et al., 2006; DOHAN
EHRENFEST et al.,, 2009a; GHANAATI et al.,, 2018; LI et al.,, 2014; SOFFER,;
OUHAYOUN; ANAGNOSTOU, 2003; ZHAO; TSAI; CHANG, 2011).

A liberacdo dos fatores de crescimento ocorre de maneira lenta, podendo se
estender até 28 dias ap6s o procedimento cirdrgico (HE et al., 2009). O potencial
dessas citocinas na regeneracgao tecidual tem sido demonstrado em diversos estudos
(CHOUKROUN et al., 2006; DOHAN et al., 2006b; DOHAN et al., 2006c¢). Evidéncias
demonstram que a L-PRF favorece a proliferacéo e diferenciacdo de osteoblastos e
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fibroblastos por meio do aumento na expressao de osteoprotegerina e fosfatase
alcalina (DOHAN EHRENFEST et al., 2009a,b; HE et al., 2009).

Durante o processo regenerativo, a degradacéo da rede de fibrina estimula a
migracao e ativacdo de neutrdéfilos, que agem eliminando bactérias e patégenos da
regido por meio da fagocitose e producédo de radicais livres, contribuindo para a
prevencdo da contaminacdo por microrganismos durante a regeneracdo tecidual
(CLARK, 2001). De fato, tem sido demonstrada uma menor ocorréncia de infec¢oes
pés-operatorias em alvéolos pds-extracdo preenchidos com membranas de PRF
(HOAGLIN; LINES, 2013).

Para o preparo da L-PRF, o sangue é coletado em tubos sem a adi¢do de
anticoagulantes (LI et al., 2014). Apés a coleta do sangue venoso em tubos de 10mL,
este é imediatamente centrifugado em uma velocidade de 3000 rota¢des por minuto
(rpm) durante 10 minutos. Durante a centrifugacéo, a trombina circulante transforma
o fibrinogénio em uma rede de fibrina, que aprisiona as plaquetas em seu interior.
Formam-se trés camadas: uma mais superficial que corresponde ao plasma acelular;
outra mais profunda que representa as células da série vermelha do sangue; e a
porcao intermediéria, relativa ao coagulo de PRF. O coagulo é, entdo, coletado e
comprimido em gaze estéril ou em kits especificos para a formacdo da membrana de
PRF (CHOUKROUN et al., 2006; DOHAN EHRENFEST et al., 2010).

Evidéncias cientificas do potencial regenerativo da L-PRF

Estudos demonstram que a utilizagcdo de concentrados plaquetarios permite
reducdo da dor, inflamacéo e ocorréncia de complicacdes pds-operatorias (GRUBER
et al., 2002; GURBUZER et al., 2010). Inicialmente proposta para a potencializacio
da neoformacdo Ossea apds instalacdo de implantes dentarios, atualmente a
utilizacdo da L-PRF se estende a terapias periodontais e reconstrugfes osseas,
podendo ser associadas a substitutos 0sseos em procedimentos de enxertia e
preservacao de alvéolo pos-extracdo (INCHINGOLO et al., 2010; TEMMERMAN et
al., 2016; ZHANG et al., 2012).

Yilmaz e colaboradores (2014) demonstraram que a combinacdo de
membranas de PRF e enxerto sintético (Beta Fosfato Tricalcico — B-TCP) acelerou a
neoformacéo 0ssea em defeitos criados em tibias de suinos, em comparacédo com o
uso isolado da PRF ou do B-TCP.



48 | Introducéo

A utilizacdo de concentrados plaquetarios tem sido relatada em terapias
regenerativas periodontais em associacdo ao debridamento em campo aberto, em
regides de defeito infra-6sseo, apresentando resultados promissores demonstrados
por maiores diminui¢des da profundidade de sondagem e maiores ganhos de nivel de
insercdo, em comparacdo com areas onde somente o debridamento foi realizado
(AJWANI et al., 2015; PRADEEP et al., 2012; SHARMA; PRADEEP, 2011). Quando
combinada a enxertos 6sseos, a PRF promove melhores resultados no preenchimento
de defeitos infra-6sseos quando comparada ao uso do enxerto ésseo isolado
(AGARWAL; GUPTA,; JAIN, 2016; ELGENDY; ABO SHADY, 2015). A combinacao da
PRF a membranas de colageno reabsorviveis também leva a resultados
estatisticamente mais efetivos no tratamento cirirgico de defeitos periodontais infra-
0sseos, demonstrados por maiores redugBes na profundidade de sondagem,
melhores niveis de insercdo clinica e maiores reducdes do defeito na avaliacédo
radiografica, quando comparada a utilizacdo da membrana de colageno de forma
isolada (PANDA et al., 2016).

Sabe-se que, apés a perda de um dente, a crista alveolar passa por um
processo de remodelacéo 6ssea que culmina com uma reabsorcao natural (ARAUJO;
LINDHE, 2005; CHAPPUIS et al., 2015; SCHROPP et al., 2003). Esse processo, que
ocorre de maneira pronunciada nos primeiros trés meses, pode resultar em impactos
significativos na altura e espessura 6sseas. Tem se relatado na literatura uma média
de reabsorcao 6ssea vertical de 0,7-1,5mm, enquanto a perda 6ssea horizontal pode
variar entre 4,0-4,5mm (IASELLA et al., 2003; LEKOVIC et al., 1997; LEKOVIC et al.,
1998; TEN HEGGELER; SLOT; VAN DER WEIJDEN, 2011). Nesses casos, a
reabilitacdo da regido €, muitas vezes, acompanhada da necessidade de
procedimentos para recuperacdo dos tecidos de sustentacdo, prevenindo, assim,
complicagBes estéticas e funcionais (MILINKOVIC; CORDARO, 2014; URBAN et al.,
2016). Diversas técnicas e materiais regenerativos tém sido sugeridos ao longo dos
anos para manutencédo ou recuperacdo do tecido 0sseo perdido apds exodontias
(AVILA-ORTIZ et al., 2014; ELNAYEF et al., 2017; HALLMAN; THOR, 2008;
KUCHLER; von ARX, 2014; WANG; LANG, 2012). O advento dos concentrados
plaquetéarios de origem autéloga representou uma nova abordagem promissora para
0 manejo de alteracdes 0sseas dimensionais provocadas por perdas dentarias. O
preenchimento de alvéolos pés-extracdo com membranas de PRF tem demonstrado

resultados efetivos na manutencdo dos tecidos e prevengdo de perdas ésseas
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significativas, em comparacdo a alvéolos preenchidos apenas com o coagulo
sanguineo. Observa-se a preservacdo da qualidade e densidade 6sseas e menor
tempo de cicatrizacdo, associados a uma técnica de baixo custo (GIRISH RAO et al.,
2013; HAUSER et al., 2013; SUTTAPREYASRI; LUPONG, 2013).

Outros procedimentos regenerativos orais também tém se beneficiado da
utilizacdo de concentrados plaquetarios autdgenos de forma isolada ou associados a
outros biomateriais, tais como reparo tecidual em defeitos de furca (BAJAJ et al., 2013;
PRADEEP et al., 2016), recobrimento radicular em recessdes gengivais (AGARWAL
et al., 2016; KECELI et al.,, 2015; TUNALI et al.,, 2015) e procedimentos para
levantamento de seio maxilar (SIMONPIERI et al., 2011; ZHANG et al., 2012).

Novas geracdes de concentrados plaquetarios autégenos

Variacbes na Forca Centrifuga Relativa (RCF) e no tempo de centrifugacéo,
bem como a introdu¢éo de novas centrifugas e tubos para coleta do sangue, levaram
a modificacbes no método original de Choukroun e colaboradores (2001) e ao
surgimento de novos protocolos, tais como Fator de Crescimento Concentrado (CGF),
A-PRF e concentrados obtidos pela centrifugacéo horizontal (H-PRF) (AIZAWA et al.,
2020).

Sabe-se, atualmente, que altas velocidades de centrifugacdo podem direcionar
as células para a porcao inferior do tubo. Como a PRF é coletada das camadas mais
superiores, nos ultimos anos tem sido sugerido que reducfes na velocidade e no
tempo de centrifugacdo podem levar a um aumento na quantidade de leucdcitos
aprisionados na matriz de PRF, potencializando seus efeitos regenerativos e
cicatriciais, levando ao surgimento da Fibrina Rica em Plaquetas Avancada (A-PRF).
Por sua vez, a liberacéo de fatores de crescimento também se demonstra aumentada
com a utilizacdo de protocolos de velocidade reduzida (GHANAATI et al., 2014,
KOBAYASHI et al., 2016).

Ghanaati e colaboradores (2014) avaliaram comparativamente, por meio de
estudo in vitro, a distribuicdo das células em coagulos de PRF produzidos por meio
da centrifugacdo padrdo e por meio de protocolo de velocidade reduzida. Apos a
coleta de amostras de sangue de doadores saudaveis, a PRF padrdo (S-PRF) foi
produzida pela centrifugacdo do sangue a 2700 rpm por 12 minutos, enquanto a A-

PRF foi produzida a uma velocidade de 1500 rpm por 14 minutos. Os resultados
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demonstraram que a diminuicdo da velocidade e o aumento do tempo de
centrifugacéo levaram a um aumento do numero de neutréfilos nas porcdes mais
distais do codgulo, enquanto no coagulo de S-PRF as mesmas células apresentavam-
se em maior proximidade com a camada de células vermelhas. Sugere-se que a
melhor distribuicdo celular na A-PRF pode favorecer a regeneracéao tecidual.

Kobayashi et al. (2016) compararam in vitro a liberacdo de fatores de
crescimento de coagulos de PRP, PRF e A-PRF. Nos primeiros 15 a 60 minutos de
incubacao, maior liberacéo de fatores de crescimento foi encontrada no PRP. Porém,
apos 10 dias, o grupo A-PRF demonstrou valores estatisticamente mais altos de
acumulo e liberacdo de fatores de crescimento comparado aos outros grupos,
evidenciando um padrao de liberacdo lento, continuo e gradual, o que pode favorecer
a manutencao dos seus efeitos por um maior periodo.

Fujioka-Kobayashi et al. (2017) avaliaram in vitro a influéncia da alteracédo da
velocidade e do tempo de centrifugacdo na liberacdo de fatores de crescimento de
coagulos de L-PRF (produzidos a 2700 rpm por 12 minutos), A-PRF (1300 rpm por 14
minutos) e A-PRF+ (1300 rpm por 8 minutos), por meio de analise imunohistoquimica
e cultura celular. Os resultados demonstram que os protocolos de velocidade reduzida
levaram a um aumento na liberacdo de fatores de crescimento, sendo que o grupo A-
PRF+ apresentou os maiores valores entre os grupos. Os niveis de migracao e
proliferacao de fibroblastos foram mais altos em culturas contendo A-PRF e A-PRF+.

Recentemente, com o desenvolvimento dos protocolos de velocidade e tempo
reduzidos, surgiu o PRF injetavel, ou i-PRF, que vem demonstrando resultados
promissores no aumento da concentracdo de plaquetas e leucécitos. O
desenvolvimento de um PRF liquido permite sua inclusdo em diversos procedimentos
regenerativos que necessitam de sua injecao diretamente no sitio cirdrgico, bem como
sua associacdo a outros biomateriais, potencializando suas propriedades cicatriciais.
A associacdo de enxertos 6sseos com i-PRF permite a incorporacdo de fatores de
crescimento no interior da area a ser regenerada, potencializando a migracdo e
proliferacéo celular (MOURAO et al., 2015; WEND et al., 2017).

Atualmente, a centrifugacdo horizontal por meio de uma centrifuga de angulo
variavel, ja muito usada na area médica, vem sendo utilizada em estudos in vitro para
a producédo de membranas de PRF, devido a sua capacidade de melhor separacao
dos tipos celulares. Neste tipo de centrifugacédo, as células podem circular livremente

pelo tubo e n&do se chocam contra suas paredes. O protocolo vem demonstrando
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excelentes resultados em termos de estabilidade estrutural, celularidade e liberagcéo
de fatores de crescimento (LOURENCO et al., 2018; LOURENCO et al., 2021; MIRON
et al., 2019a,b).

O protocolo original de L-PRF foi desenvolvido em uma centrifuga com
caracteristicas especificas, utilizando-se tubos de plastico revestidos de vidro para a
coleta do sangue. Com a difusdo da técnica, novas centrifugas e diferentes tipos de
tubo surgiram no mercado, aumentando a acessibilidade e a aplicabilidade da técnica
por muitos profissionais. Porém, o que se observa é uma variabilidade na arquitetura
e na composicao dos coagulos de L-PRF obtidos, o que pode implicar em resultados
diferentes na sua aplicacdo clinica. Estudos comparativos surgem, entdo, com o
intuito de analisar e orientar quanto a variabilidade na obtengcdo de concentrados
plaguetarios em centrifugas e tubos disponiveis no mercado (DOHAN-EHRENFEST
et al., 2018; MIRON et al., 2019b; TSUJINO et al., 2019).

Importante salientar que o uso de diferentes centrifugas exige o ajuste da
velocidade de centrifugacdo de acordo com o raio e o angulo do rotor, a fim de se
obter a Forca Centrifuga Relativa maxima (RCFmax) adequada. A falta desse ajuste
pode levar a adocdo de protocolos de maneira errénea, produzindo coagulos de PRF
com caracteristicas indesejadas, tais como baixa concentracdo celular e menor
liberacdo de fatores de crescimento (MIRON; CHOUKROUN; GHANAATI, 2019;
PINTO; QUIRYNEN, 2019).

Até o momento, a literatura tem se concentrado em estudos in vitro que avaliam
as caracteristicas estruturais e a composi¢cdo de coagulos de PRF obtidos com
diferentes protocolos; contudo, ainda € escassa em relacédo a estudos pré-clinicos e
clinicos que avaliam o potencial biolégico resultante da aplicacédo in vivo das diferentes
matrizes de PRF. Em relacdo a A-PRF e H-PRF, a literatura ainda é recente e sédo
raros os estudos in vivo que avaliam o seu potencial na neoformacéo 6ssea. A A-PRF
vem sendo proposta para o manejo de complicacfes pds-exodontia de terceiro molar
(YUCE; KOMERIK, 2019); na aceleragdo da regeneracao tecidual pés-exodontia em
modelos animais (LIU et al., 2021; TO et al., 2019); em associa¢ao a enxerto autdbgeno
para o tratamento de fissura labiopalatina (RAO et al., 2021) e em associacao a
técnica de inversao periosteal no tratamento de recessédo gengival (CHELLATHURAI,
GANESH; RAJARAM, 2020). No tratamento de DTCs criados em calvaria de ratos, a
A-PRF potencializou a neoformacao 6ssea, promovendo maiores valores de volume

0sseo e area de 0sso neoformado em comparagao ao grupo controle, mas ndo foram
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encontradas diferencas estatisticamente significantes em comparacdo a L-PRF
(SILVA et al., 2022). A H-PRF demonstrou resultados melhores em relacéo a L-PRF
na regeneracao periodontal de recessdes gengivais e defeitos infra-6sseos de duas
paredes em cées, proporcionando maiores valores de neoformagédo de tecido 6sseo
e cemento em analise histoldgica (SHIRAKATA et al., 2021).

Considerando-se os recentes relatos de resultados positivos da L-PRF na
Regeneracdo Ossea Guiada (ROG) (ENGLER-PINTO et al., 2019; LIU et al., 2021;
MIRON et al., 2021; SILVA et al., 2022) e os melhores resultados da A-PRF e H-PRF
em relacdo a L-PRF em termos de distribuicdo celular e liberacdo de fatores de
crescimento, demonstrados em estudos in vitro (AIZAWA et al., 2020; FUJIOKA-
KOBAYASHI et al., 2017; GHANAATI et al., 2014; LOURENCO et al., 2021; MIRON
et al., 2019a,b; SIMOES-PEDRO et al., 2022; TSUJINO et al., 2019), tornam-se
relevantes os estudos que busquem avaliar in vivo, comparativamente, o potencial

regenerativo de diferentes matrizes de PRF.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem por objetivo avaliar a neoformacéo 6ssea em Defeitos
de Tamanho Critico (DTCs) criados em calvaria de ratos e tratados com concentrados
plaguetarios de origem autdgena, obtidos por trés protocolos distintos envolvendo
centrifugacéo em alta e baixa velocidade, bem como equipamentos de centrifugagao
horizontal (H-PRF) e de angulo fixo (L-PRF e A-PRF).

2.2 Objetivos especificos

a. determinar, por meio de analise microtomografica, o volume 0sseo
percentual (BV/TV), a porosidade 6ssea [PO (tot)], o nimero de trabéculas
O0sseas (Tb.N), o espacamento entre as trabéculas O6sseas (Th.Sp) e a
densidade de conectividade (Conn.Dn);

b. avaliar, por meio de analise de epifluorescéncia e microscopia confocal, a
dindmica da neoformacéo éssea;

c. quantificar, por meio de analise histomorfométrica, a area de 0sso
neoformado (AON).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para este estudo, foram utilizados 32 ratos (Rattus norvergicus, albinus,
Wistar), com idade de 14 semanas (3,5 meses), massa corporea entre 350g e 450g,
obtidos do Biotério da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP) da
Universidade de S&o Paulo (USP) apds submissdo e aprovacgdo pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FORP-USP, sob n° 2019.1.930.58.0.

O estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos de experimentacao
animal estabelecidos pela CEUA/FORP, as normas instituidas pela legislacéo vigente
no que se refere as praticas para o uso cientifico de animais (Lei 11.794/2008) e as
diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA).

Durante todo o experimento, 0s animais foram mantidos em ambiente com ciclo
de 12 horas de luz por dia e temperatura entre 22 e 24°C, consumiram racao solida

selecionada e agua ad libitum.

3.2 Desenho experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais
(n=8): C, L-PRF, A-PRF e H-PRF. O calculo do nimero de animais por grupo
experimental foi realizado pelo programa Graphpad Statemate 2.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, EUA), com o objetivo de obter tamanho amostral
adequado para assegurar poder de 80% na andlise estatistica dos dados obtidos no
estudo, considerando-se as médias e desvios-padrdo da Area de Osso Neoformado
(AON) nos grupos experimentais de estudos prévios (MESSORA et al.,, 2008;
NAGATA et al., 2010; MARIANO et al., 2010), ajustando-se o valor de a em 0,05.

Os investigadores (operadores, avaliadores de resultados e bioestatistica)
foram calibrados ao longo de todas as etapas, e desconheciam 0s grupos

experimentais do presente estudo.
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3.3 Anestesia

Os procedimentos cirdrgicos experimentais (coleta de sangue para o preparo
da PRF e criacdo do defeito) foram realizados apds anestesia inalatéria dos animais,
inicialmente realizada pela inducdo em camara contendo Isoflurano a 4% (Instituto
Biochimico Ind. Farm. Ltda, Itatiaia, RJ, Brasil), e mantida por mascara com o mesmo
anestésico em concentracdo de 1,5-3%. Apdés a indugcdo anestésica, foram
administrados aos animais Sulfato de Morfina 8 mg/Kg (Dimorf, Cristdlia ® Prod.
Quim. Farm. Ltda, Itapira, SP) por via intramuscular; Flunixin Meglumina 2 mg/Kg
(Aplonal 1%, Konig ®, Buenos Aires, Argentina) por via subcutanea; e 24.000 Ul/Kg
de penicilina G-benzatina (Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Animal
Health ®, Campinas, SP, Brasil) por via intramuscular.

3.4 Coleta sanguinea e processamento da PRF

Logo apds a anestesia e antes da criacdo do DTC, os animais dos grupos L-
PRF, A-PRF e H-PRF foram submetidos a puncéao cardiaca para a coleta de 3mL de
sangue, utilizados no preparo da PRF. O sangue foi coletado em seringa descartavel
de 5 mL (Descarpack, Sdo Paulo, Brasil), armazenado em tubos de plastico revestidos
por silica de 5 mL (BD Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, EUA) sem a presenca de substancias anticoagulantes, e imediatamente
processado. Os animais receberam, logo apos, injecdo subcutanea de 5 mL de soro
fisiolégico (JP Industria Farmacéutica, Ribeirdo Preto, Brasil) para reidratacdo. Os
animais do grupo C também foram submetidos a puncéo cardiaca e reposicao hidrica
para padronizar o estresse sofrido por todos os animais.

A obtencdo da PRF seguiu trés protocolos distintos (FIGURA 1). Os preparos
da L-PRF e da A-PRF seguiram uma adpatacéo dos protocolos estabelecidos por
Choukroun e colaboradores (2001) em uma centrifuga de angulo fixo (centrifugacéo
vertical). Para o preparo da fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF), o sangue
foi centrifugado em uma velocidade de 2700 rotagbes por minuto (rpm), durante 12
minutos (~ 700g Forca Centrifuga Relativa maxima [RCFmax]) em uma centrifuga
Intra-Spin™ (33° de angulagéao do rotor, 55mm de raio na altura do coagulo, 86mm de

raio maximo; Intra-Lock® International, Inc, Boca Raton, FL, EUA). Para a obtencéo
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da fibrina rica em plaquetas avancada (A-PRF), o sangue foi centrifugado em uma
velocidade de 1500 rpm, por 14 minutos (~ 200g RCFmax). Para o preparo do H-PRF,
utilizou-se uma centrifuga horizontal Eppendorf (Eppendorf 5702 centrifuge,
Alemanha), onde o sangue foi centrifugado a uma RCFmax de 700g, durante 8

minutos, de acordo com protocolo estabelecido por Miron e colaboradores (2019a).

Figura 1 — Obtencédo das matrizes de PRF pela centrifugacao vertical (A-C) e horizontal (D-F). A
—Insercao do tubo contendo a amostra sanguinea na centrifuga vertical; B — Tubo apds processo
de centrifugacdo: observar a separacdo entre 0 codgulo e a camada de células vermelhas
formando um angulo com o tubo; C — Coleta da matriz de PRF; D — Inser¢c&o do tubo contendo a
amostra sanguinea na centrifuga horizontal; E — Tubo ap6s processo de centrifugagéo: observar
a melhor separagédo das camadas, evidenciada pela interface horizontal entre o coagulo e a
camada de células vermelhas; F — Coleta da matriz de PRF.
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ApOs 0 processamento, a porcao intermediaria, que representa o coagulo de
PRF, foi coletada e processada com instrumentais especificos (Tissue Regeneration
Kit and Xpression™ Box, Intra-Lock® Internation, Inc), por meio de compressao pelo
periodo entre a confeccdo dos DTCs e as marcacfes de amalgama (descritas na
sessdo 3.6) até a formacdo da membrana de PRF, utilizada para o preenchimento dos
defeitos nas calvarias dos animais dos grupos L-PRF, A-PRF e H-PRF. A camada
superficial, correspondente ao plasma acelular, e a camada profunda, relativa as

células da série vermelha do sangue, foram descartadas.

3.5 Validacéao dos protocolos L-PRF, A-PRF e H-PRF

Para quantificar e determinar a localizacao das células ao longo do tubo apés
a centrifugacédo e producdo da PRF, foi realizada a analise por pipetagem sequencial,
utilizando-se uma adaptacao do trabalho de Miron e colaboradores (2019a). Para
tanto, foram utilizados animais adicionais, dos quais foram coletados 4 mL de sangue
em tubos contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para que, apos a
centrifugacéo, ocorresse a separacdo das camadas, mas néo a formacéo do coagulo,
permitindo a pipetagem das camadas para analises laboratoriais. Previamente a
centrifugagéo, foi realizada a coleta de 500 pL da amostra inicial, considerada
controle. ApGs a centrifugacdo dos protocolos L-PRF, A-PRF e H-PRF (conforme
descrito na secéo 3.4), foram pipetadas camadas de 350 puL em sequéncia, desde a
camada mais superficial até o fundo do tubo, totalizando 10 amostras por tubo
(FIGURA 2). Estas amostras foram armazenadas em frascos eppendorf e
encaminhadas para analise e quantificacdo de plaquetas, leucécitos e hemacias, de
forma a verificar a localizacdo destas células ao longo do tubo. Importante salientar
gue uma dessas amostras foi coletada entre as camadas de plasma/buffy coat e a
camada de células vermelhas, sendo marcada para permitir a localizagéo da buffy
coat no tubo.
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Figura 2 — Caracterizagdo das matrizes de PRF. A — Pipetagem sequencial das camadas de
PRF dentro do tubo. B — Amostras coletadas, prontas para serem levadas para analise. A seta
representa a camada de buffy coat.

3.6 Confeccédo dos DTCs

Apoés a coleta sanguinea para preparo da PRF, foram confeccionados DTCs
nas calvarias dos animais de todos os grupos experimentais (FIGURA 3). Iniciou-se
com a tricotomia da regiao dorsal do cranio de cada animal com lamina de barbear,
seguida da antissepsia com iodo. Entdo, foi feita uma incisdo semilunar na calvaria
com lamina de bisturi 15C, rebatendo-se um retalho de espessura total em direcédo
posterior. Um DTC de 5mm de diametro foi criado no osso parietal direito de cada
animal por meio de osteotomia com trefina (Broca Trefina 5mm, Neodent®, Curitiba,
PR, Brasil) acoplada em um contra-angulo em baixa rotacdo em velocidade constante
de 1000 rpm, sob irrigacdo constante com solugéo salina estéril, com todo o cuidado
para que a dura-mater cerebral ndo fosse atingida no processo. O segmento 6sseo
de espessura total no osso parietal foi, entdo, removido delicadamente com o auxilio
de uma espéatula Hollemback (Esculpidor Hollemback # 3SS, SSWHITE®, Rio de

Janeiro, RJ, Brasil), mantendo-se a integridade da dura-mater e do encéfalo.
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Apos a confeccdo do DTC, com auxilio de uma sonda periodontal milimetrada
(sonda milimetrada Carolina do Norte #15 ponta Unica, Hu-Friedy®, Chicago, IL, EUA),
uma marcacéo foi feita 2 mm anterior e outra 2 mm posterior as margens do defeito
cirargico. As marcacgdes foram feitas com uma broca diamantada (Ponta diamantada
#1014, KG Sorensen®, Cotia, SP, Brasil) em peca de mé&o de alta rotacdo, sob
irrigacdo continua com solucdo salina estéril e, posteriormente, preenchidas com
amélgama (Amalgam gs-80, SDI Limited, Bayswater, Australia), com o auxilio de um
sugador de alta poténcia, a fim de evitar o extravasamento de material para dentro do
DTC. Esse procedimento tem como objetivo a identificacdo do meio do defeito
cirdrgico original durante o processamento laboratorial e, também, a localizacdo das

suas margens 0sseas originais durante a analise histométrica.
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Figura 3 — Confecgdo do DTC. A — Incisdo semilunar na calvaria do animal; B — Retalho de
espessura total rebatido em direcéo posterior; C — Osteotomia com broca trefina; D — Remoc¢éo
do segmento 6sseo no osso parietal; E — Marcagdo com broca diamantada em alta rotagao; F —
Marcacdes preenchidas com amalgama.

Estes defeitos foram preenchidos somente com o coagulo sanguineo, no grupo
C; com L-PRF, no grupo L-PRF; com A-PRF, no grupo A-PRF; ou com H-PRF, no
grupo H-PRF. ApGs compressdo das membranas de PRF, estas foram divididas
aproximadamente ao meio com auxilio de uma tesoura cirdrgica. A por¢gdo mais
proxima das células vermelhas, com maior quantidade de fatores de crescimento,
plaguetas e leucdcitos (MIRON et al.,, 2019a) foi picotada e utilizada para
preenchimento do defeito. Para padronizacao da quantidade de PRF inserida em cada
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animal, utilizou-se uma seringa de 1 mL adaptada. A outra metade da membrana foi
utilizada para cobrir o defeito, de modo a manter o material em seu interior (FIGURA
4).

Apos o preenchimento do defeito, os tecidos foram suturados em pontos
simples com fio de seda 4.0 (Ethicon®, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos,
SP, Brasil) para se obter um fechamento primario da ferida. Cada animal recebeu, no
pés-operatorio, injecdo de cloridrato de tramadol a 20 mg/Kg (Cronidor 2%, Agener
Unido®, Apucarana, PR, Brasil) e flunixin meglumina a 2 mg/Kg (Aplonal 1%, Konir®,

Buenos Aires, Argentina) a cada 12 horas durante dois dias.

’
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Figura 4 — Preparo da membrana de PRF para tratamento dos DTCs.A — Padronizacdo do volume
de PRF utilizando seringa de 1 mL adaptada; B — Defeito preenchido com 0,01 mL de PRF. C —
Posicionamento da membrana de PRF, cobrindo o defeito cirdrgico; D — Sutura do retalho com
pontos interrompidos simples. Todos os procedimentos sao idénticos para os grupos L-PRF, A-PRF
e H-PRF.
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3.7 Administracédo de fluorocromos

Aos 14 dias apos a confeccdo dos DTCs, os animais receberam, por via
intramuscular, o fluorocromo verde de calceina (20mg/Kg). Aos 30 dias apls a
confeccdo dos DTCs, foi administrado, também por via intramuscular, o fluorocromo
vermelho de alizarina (30mg/Kg). A administracdo dos fluorocromos permite a
avaliacdo da precipitacdo de célcio a partir do momento da injecao (MULINARI-
SANTOS et al., 2019; PUTTINI et al., 2019).

3.8 Eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada 35 dias apés a criacdo dos DTCs, por
meio de camara de CO2 com fluxo controlado apds anestesia com a associacao de
Ketamina 10% (80 mg/Kg) e Xilazina 2% (10 mg/Kg). Amostras das calvarias dos
animais contendo a area do defeito cirargico original e os tecidos circunjacentes foram
removidas em bloco com disco diamantado e fixadas em solucdo de formol neutro
tamponado a 10% por 24 horas. Em seguida, foram lavadas em agua corrente por
mais 24 horas, e entdo identificadas e armazenadas em cassetes dentro de frascos

com alcool 70°.

3.9 Andlise por microtomografia computadorizada (micro-CT)

Amostras nao-descalcificadas das calvarias foram escaneadas por micro-CT
cone-bean SkyScan 1172 (SkyScan N.V., Kontich, Bélgica) para gerar imagens
tridimensionais (3D). Para a aquisicdo das imagens, adotou-se uma resolugao
espacial de 10um e o gerador de raio-x operou com um potencial de aceleracao de
60kV, corrente de 165pA.

Utilizando o software DataViewer v. 1.4.3 (SkyScan N.V., Kontich, Bélgica), a
imagem 3D gerada foi rotacionada até uma posi¢do padrdo para andlise e, entdo, foi
determinada uma regido de interesse (ROI) de 5 mm de didmetro e um volume de
interesse (VOI) de 0,5x5x5 mm.
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Para avaliacdo do tecido 0sseo trabecular presente na calvaria em cada VOI,
foi utilizada uma escala de cinza (0-255), adotando-se o intervalo (threshold) entre 80
(minimo) e 170 (maximo).

Utilizando o software CT-Analyzer® v.1.13.5.1+ (Bruker, Kontich, Bélgica), os
seguintes parametros estruturais foram avaliados em cada VOI por um examinador
calibrado (L.M.S.P): i) BV/TV — percentual do VOI preenchido por tecido 0sseo; ii) PO
(tot) — percentual de porosidade presente no tecido 6ésseo determinado no VOI; iii)
Th.N — numero (mm™) de trabéculas 6sseas presentes no VOI; iv) Tb.Sp — total de
espacos (mm) entre as trabéculas 6sseas presentes no VOI; v) Conn.Dn — densidade
de conectividade entre as trabéculas 6sseas presentes no VOI.

Reconstru¢des renderizadas das seccbes microtomograficas das calvarias

também foram obtidas.

3.10 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

3.10.1 Processamento laboratorial

A dindmica da neoformacdo 6ssea foi avaliada por meio de analise por
fluorescéncia, de acordo com protocolos previamente publicados (MULINARI-
SANTOS et al., 2019; PUTTINI et al., 2019; RAMALHO-FERREIRA et al., 2015).

As pecas obtidas foram fixadas em solucdo de formalina a 10% com pH 7 por
10 dias, com troca da solucdo a cada dois dias. Apds esse periodo, as pecas foram
transferidas para recipientes contendo solugbes crescentes de alcool para
desidratacdo, permanecendo em cada uma das concentracdes por um periodo de 48
horas (70%, 80%, 96% e 100%). A cada troca, as amostras foram submetidas a
agitacdo durante 4 horas. As amostras desidratadas foram, entdo, colocadas em
recipientes de polietileno contendo resina pura (LR White Hard Grade, London, UK) e
mantidas sob agitacdo por 60 minutos. ApOs esse periodo, as pecas foram
armazenadas e mantidas em refrigerador a 4°C por no minimo 12 horas. Decorrido
esse prazo, as pecas foram mantidas no vacuo por uma hora, agitadas por igual tempo
e novamente armazenadas em refrigerador a 4°C por 24 horas. Esta rotina se repetiu
por 15 dias, trocando-se a resina a cada 48 horas. No 15° dia, apos a troca da resina,

as pecas foram incluidas em moldes de teflon preparados para este fim e levadas ao
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forno a 60°C por 12 horas, para a polimerizacdo da resina. O tempo de polimerizacéo
e a temperatura sdo fundamentais para as caracteristicas fisicas do bloco, permitindo
uma perfeita infiltragdo da resina, tornando os blocos duros, transparentes e
facilmente cortados. Os blocos de resina polimerizada contendo as amostras foram,
entdo, cortados ao meio em sistema Exakt, utilizando-se serra diamantada e irrigacao
continua com agua. As superficies contendo as amostras foram desgastadas no
sistema Exakt utilizando-se lixas com granulacdo crescente (320, 800, 2500, 4000)
até a superficie da peca ficar lisa. Os blocos lixados e polidos foram, entéo, colados a
uma lamina acrilica por meio do sistema Exakt, e a superficie exposta da peca colada
a lamina foi novamente lixada e polida até a obtencdo de espessura aproximada de

70um.

3.10.2 Andlise das imagens

O escaneamento das pecas foi realizado com MicroscOpio Trinocular
Motorizado para Imunofluorescéncia e Campo Claro (modelo AXIO IMAGER M2, Carl
Zeiss®, Alemanha) com objetiva de 10x acoplado a uma camera AxioCam MRm Rev.3
FireWire (Carl Zeiss®). Apds a reconstrucao das imagens por um software especifico
(AxioVision Rel. 4.8, Carl Zeiss®, Alemanha), pode-se visualizar a precipitacdo de
calceina aos 14 dias, evidenciada pela cor verde, representando a deposicao de célcio
Nno 0Sso antigo; e a precipitacdo de alizarina aos 30 dias, em cor vermelha, que
demonstra a deposicdo de céalcio no osso neoformado. A sobreposicdo das duas
camadas de fluorocromos foi realizada, permitindo a visualizacdo da deposicéo de
calcio em ambos os periodos, 0 que representa a conversdo do 0Sso antigo em 0Sso
neoformado (FIGURA 5). As imagens foram padronizadas em matiz, saturacdo e
brilho. Foram realizadas capturas de imagens no centro do DTC e nas regides

proximas aos cotos originais.



70 | Material e Métodos

Figura 5 — Imagens do centro do DTC obtidas por microscopia confocal. A — precipitagdo de
calceina (verde); B — precipitagdo de alizarina (vermelho); C — sobreposicdo das imagens,
mostrando ambos os fluorocromos.

As imagens salvas foram, entéo, transferidas ao programa Image J (Processing
Software and Image Analysis, Ontario, Canad4). Para cada amostra analisada,
realizou-se a delimitacdo da calceina em uma regiédo central do DTC com a ferramenta
“free hand”, mensurando-se a area em mmz2; 0 mesmo procedimento foi realizado com
a alizarina (FIGURA 6). Os valores de calceina e alizarina permitem a observagdo da
dindmica da neoformacdo 6ssea e sua comparacdo entre os diferentes grupos
experimentais. A diferenca entre o o0sso antigo (calceina) e o osso neoformado
(alizarina) representa os diferentes estagios da remodelacdo Ossea. A extensédo da
marcacao pelos fluorocromos € diretamente proporcional a quantidade de calcio
depositada na matriz Ossea; assim, nos permite mensurar o fenébmeno da
neoformacdo o6ssea (MULINARI-SANTOS et al., 2019; PUTTINI et al.,, 2019;
RAMALHO-FERREIRA et al., 2015).

Figura 6 - Delimitacdo e mensuragéo da area marcada por calceina e alizarina utilizando o software
ImageJ (Processing Software and Image Analysis, Ontario, Canadd).
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3.11 Analise Histomorfométrica

ApoOs a realizagéo da Microscopia Confocal, as laminas ja processadas foram
submetidas a coloragdo com Azul de Stevenel e Vermelho de Alizarina para analises
com microscopia de luz. Em cada corte foram analisadas as caracteristicas
histopatoldgicas do tecido 6sseo neoformado.

A analise histométrica foi realizada por um examinador calibrado (D.S.F.S.)
utilizando sistema de avaliacdo de imagem por computador e um software especifico
de aquisicdo e analise de imagens (LAS EZ versao 4.1.0, Leica Mycrosystems®). Foi
selecionado 1 corte histolégico da area do defeito cirdrgico de cada espécime. Cada
corte histolégico foi fotografado por um microscépio trinocular para campo claro e
fluorescéncia (modelo DMLB, Leica Mycrosystems® Wetzlar GmbH, Heidelberg,
Alemanha) com objetiva de 1,6x acoplado a uma camera DFC300FX (Leica
Mycrosystems®). Em cada imagem foi realizada uma delimitacdo da area analisada,
que correspondia a regido do osso da calvaria onde o defeito foi originalmente criado,
denominada Area Total (AT). Dentro da AT, foi selecionada e delimitada a Area de
Osso Neoformado (AON) (FIGURA 7). O valor de AT foi considerado como sendo
100% da area analisada e o valor de AON foi calculado como sendo uma porcentagem
de AT.

A analise histopatolégica foi realizada por observacao dos cortes histolégicos
selecionados, utilizando o0 mesmo microscépio, com objetivas de 10x e 20x acoplados

a mesma camera utilizadas na analise histométrica.
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Figura 7 — Imagens capturadas de cortes histologicos para ilustracdo da Analise Histométrica. A
— A Area Total (AT) é delimitada pela linha azul e corresponde & area da calvaria onde o defeito
cirurgico foi originalmente criado. A altura da AT corresponde & média entre a altura do coto direito
e do coto esquerdo. A largura da AT é de 5 mm, correspondente a largura do defeito original.
Aumento = 1,6x. B — As formas circuladas em preto correspondem & Area de Osso Neoformado
(AON). B € uma aproximacao do retangulo AT representado em A.

3.12 Variaveis de resultado

As diferencas entre os grupos obtidas na analise microtomografica de BV/TV
das calvarias foi definida como variavel primaria deste estudo. Os demais parametros
microtomograficos de microarquitetura 6ssea e histomorfométricos foram definidos

como variaveis secundarias.

3.13 Anélise estatistica

As anadlises foram realizadas com o software GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc, v. 5.01, San Diego, CA, EUA). O animal foi considerado como a unidade
estatistica. Foi adotado nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os dados foram
agrupados e apresentados como médias, medianas e desvios-padréo. A distribuicdo
dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Todas as avaliacdes
microtomograficas, por microscopia confocal e histomorfométricas foram realizadas
por examinadores calibrados. Para calibracdo dos examinadores, um ter¢co da
amostra foi avaliada em dois periodos com um intervalo de 48 horas. O coeficiente de

correlacdo intraclasse (CCI) foi utilizado para determinar a reprodutibilidade dos



Material e Métodos | 73

examinadores nas duas avaliacdes realizadas considerando valores de BV/TV e AON.
Valores de CCIl maiores que 90% foram considerados para assegurar a calibracéo
dos examinadores.

A significancia das diferencas entre os grupos para todas as variaveis foi
determinada pela andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de

Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 Validacéo dos protocolos L-PRF, A-PRF e H-PRF

A guantificacdo e determinacdo da localizacdo de plaquetas e leucocitos ao
longo do tubo apos a centrifugacéo e producéo da PRF pelos trés protocolos testados
neste estudo (L-PRF, A-PRF e H-PRF) por meio da analise por pipetagem sequencial
estédo representadas nas Figuras 8 e 9 e nas Tabelas 1 e 2.

Pdde-se observar que, no protocolo L-PRF, as plaquetas encontravam-se
significativamente concentradas na camada 5 (FIGURA 8A), onde estava localizada a
interface entre a porcdo correspondente & PRF e a camada de células vermelhas,
correspondendo a 62,6% do total de plaquetas apés a centrifugacdo (TABELA 1). Em
comparacdo a amostra controle, contendo sangue nao centrifugado, houve um
aumento de ~8,83 vezes no numero de plaguetas na camada 5. No protocolo A-PRF,
por sua vez, houve uma maior concentracdo de plaguetas nas camadas 4 e 5
(FIGURA 8B), totalizando ~55% do total de plaquetas apds a centrifugacdo e
representando um aumento de 4,8 vezes em relacdo a amostra controle. Em
comparacao a L-PRF, houve uma distribuicdo mais homogénea das plaquetas por
todo o tubo. No protocolo H-PRF, pdde-se observar alta concentracdo de plaguetas
nas primeiras 4 camadas do tubo (FIGURA 8C), distribuidas de forma homogénea
nessas camadas, correspondendo a 87,4% do total destas células no tubo apdés a

centrifugacao.
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Figura 8 — Numero de plaquetas (/uL) na amostra de sangue néo centrifugado (amostra
controle — AQ) e apés centrifugacdo (camadas Al a A10). A - L-PRF; B — A-PRF; C -
H-PRF.
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Tabela 1 — Distribuicdo percentual de plaquetas em todas as camadas (A1-A10) apés centrifugacéo do
sangue para preparo de L-PRF, A-PRF e H-PRF.

Camada L-PRF A-PRF H-PRF
Al 0,55 5,15 16,08
A2 1,58 4,36 28,66
A3 0,57 6,71 25,75
A4 0,45 29,30 16,89
A5 62,58 25,69 2,81
A6 16,27 5,75 3,54
A7 4,44 5,32 1,64
A8 1,38 5,24 1,19
A9 3,90 4,41 1,61
A10 8,27 8,06 1,82

Em relacdo ao numero de leucécitos, no protocolo L-PRF, péde-se observar
também uma maior concentracdo na camada 5 (FIGURA 9A), correspondendo a
40,2% do total de leucdcitos apds a centrifugacdo (TABELA 2). Em comparacdo a
amostra controle, houve um aumento de ~4,6 vezes no numero de leucécitos na
camada 5. Diferentemente das plaquetas, néo foi possivel observar a presenca de
leucdcitos nas primeiras 4 camadas do tubo, o que evidencia sua distribuicdo desigual
no coagulo de PRF. Grande quantidade de leucdcitos também foi encontrada na
camada de células vermelhas, abaixo da regiao correspondente a PRF. No protocolo
A-PRF, as camadas 4 e 5 também concentraram a maior quantidade de leucdcitos
apos a centrifugacdo (FIGURA 9B), correspondendo a quase 40% do total de
leucocitos e representando um aumento de 4 vezes em comparacdo a amostra
controle. A distribuicdo de leucocitos ao longo do tubo de PRF se mostrou mais
homogénea na A-PRF em comparagdo a L-PRF, porém, também ndo foram
observados leucdcitos nas duas primeiras camadas. No protocolo H-PRF, uma
distribuicdo mais homogénea de leucdcitos foi encontrada entre as camadas 2 e 6
(FIGURA 9C), representando 80,7% do total de leucdcitos apos centrifugacdo e um
aumento de 7,7 vezes em comparacdo a amostra controle. Nao foram encontrados

leucdcitos na primeira camada do tubo.
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Tabela 2 — Distribuicdo percentual de leucécitos em todas as camadas (A1-A10) apo6s centrifugacao
do sangue para preparo de L-PRF, A-PRF e H-PRF.

Camadas L-PRF A-PRF H-PRF
Al 0 0 0
A2 0 0 13,90
A3 0 5,59 13,79
A4 0 13,49 23,17
A5 40,16 26,31 16,59
A6 12,94 7,90 13,25
A7 12,56 14,09 8,84
A8 2,24 18,10 3,77
A9 12,94 5,53 4,52
A10 19,15 8,99 2,15

4.2 Analise por microtomografia computadorizada por transmissdo de raios X

(micro-CT das calvarias)

As médias e os desvios-padrdo de BV/TV, PO (tot), Tb.N, Tb.Sp e Conn.Dn
para todos os grupos experimentais, bem como o resultado das comparacdes entre
0S grupos estdo representados na Tabela 3 e na Figura 10. O grupo H-PRF
apresentou maiores valores de BV/TV e Th.N quando comparado aos grupos C, L-
PRF e A-PRF. Na andlise de BV/TV, L-PRF e A-PRF apresentaram valores
significativamente maiores que aqueles do grupo C, ndo havendo, para esse mesmo
parametro, diferencas significativas entre os grupos L-PRF e A-PRF. Na analise de
Th.N, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
C, L-PRF e A-PRF. Para os parametros microtomograficos de PO (tot) e Th.Sp, ndo
foram encontradas diferencas significantes entre os grupos experimentais. Na analise
de Conn.Dn, diferencas significantes foram observadas apenas entre os grupos H-
PRF e A-PRF. Na Figura 11, pode-se observar as reconstrucdes tridimensionais

obtidas das calvéarias.
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Tabela 3 — Micro-CT das calvarias. Médias e desvios-padréo (DP) de BV/TV, PO (tot), Tb.N, Th.Sp e
Conn.Dn dos grupos C, L-PRF, A-PRF e H-PRF, com os resultados das comparacdes entre 0s grupos.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Grupos experimentais

C L-PRF A-PRF H-PRF
n=8 n=8 n=8 n=8

Variavel Médias + DP Médias + DP Médias + DP Médias + DP
BVITV 2,10+1,752 4,96 +1,81° 5,73+2,40°" 11,83+7,40¢
PO (tot) 95,71+4,502 95,48 £ 2,08 2 94,27 +2,402 90,75+ 7,892
Tb.N 0,34+0,312 0,34+0,17 2 0,43+0,162 0,89 +0,55°
Th.Sp 0,51+0,022 0,51+0,012 0,50+0,012 0,49 £0,042
Conn.Dn 18,56 + 10,86 @ 16,50 + 7,40 & 18,13 +8.23 2 35,14 + 18,63 "
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Figura 10 — Micro-CT das calvarias. Médias e desvios-padrao (DP) de BV/TV, PO (tot), Tb.N,
Th.Sp e Conn.Dn dos grupos C, L-PRF, A-PRF e H-PRF, com os resultados das comparacdes
entre os grupos. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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Figura 11 — Imagens representativas das reconstru¢des tridimensionais das calvarias dos grupos
C (A), L-PRF (B), A-PRF (C) e H-PRF (D).

4.3 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

As imagens obtidas pela Microscopia Confocal permitiram a observacao de
faixas de calceina (injetada 14 dias ap0s a confeccéo dos DTCs, cor verde) e alizarina
(injetada 30 dias ap6s a confeccdo dos DTCs, cor vermelha), formadas pela

precipitacdo de célcio na matriz organica. A sobreposicdo das imagens permitiu
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comparar 0 0sso antigo e 0 0sso neoformado nos diferentes grupos experimentais
(FIGURA 12).

No grupo C, na regido central (FIGURA 12A), observou-se pequena marcacgao
de calceina e alizarina, que se mostraram sobrepostas, de espessura bem inferior &
encontrada na regido proxima as margens do defeito original. Na regido proxima a um
dos cotos originais (FIGURA 12B), uma fina camada de calceina e alizarina foi
observada, evidenciando o processo lento de neoformacgéo 0ssea.

Nos grupos L-PRF e A-PRF, observou-se maior precipitacdo de calceina e
alizarina na regido central (FIGURA 12 C,E) e na regido proxima a um dos cotos
originais (FIGURA 12 D,F), manifestada pela maior intensidade na fluorescéncia.

No grupo H-PRF, a regido central (FIGURA 12G) demonstrou intensa marcacao
de calceina e alizarina, evidenciando maior velocidade de neoformacao 6ssea, bem
como menores taxas de reabsorcdo do o0sso antigo. Além disso, a espessura
observada na regido central do defeito apresentava-se bem proxima aquela presente
na regido proxima as margens do defeito original. Na regido proxima a um dos cotos
originais (FIGURA 12H), também foram observadas faixas de calceina e alizarina mais

evidentes em comparacao ao grupo C.
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Figura 12 — Imagens obtidas por microscopia confocal mostrando a sobreposicdo da
calceina (verde) e da alizarina (vermelho) nos grupos experimentais. Imagens
representativas do centro do DTC (A, C, E, G) e da regido proxima a um dos cotos originais
(B, D, F, H). Grupos: C (A,B); L-PRF (C,D); A-PRF (E,F); H-PRF (G,H). As setas
representam as margens do defeito cirargico original. Aumento original = 10x.
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As médias e desvios-padrao para precipitacdo de calceina e alizarina nos
diferentes grupos experimentais estéo representadas nas Figuras 13 e 14 e na Tabela
3. A andlise intragrupo mostrou diferencas estatisticamente significantes entre os
fluorocromos injetados aos 14 dias (calceina) e 30 dias (alizarina) (p<0,05),
manifestadas por uma maior marcacao de alizarina e menor marcacao de calceina
nos grupos L-PRF e H-PRF, indicando um turnover 6sseo aumentado. Nos grupos C
e A-PRF, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre a area
corada por calceina e a &rea corada pela alizarina, indicando um processo de

neoformacédo éssea mais lento (FIGURA 13).
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Figura 13 — Médias e desvios-padrdo para precipitacdo de calceina e alizarina para os
grupos C, L-PRF, A-PRF e H-PRF, com os resultados das comparac¢des intragrupos. * indica
diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Maiores valores de calceina foram encontrados nos grupos L-PRF, A-PRF e H-
PRF em comparagéo ao grupo C. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos L-PRF, A-PRF e H-PRF no que se refere a precipitacdo
de calceina (FIGURA 14A). O grupo H-PRF apresentou a maior marcacao de alizarina,
com diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos C, L-PRF e A-
PRF. Os grupos L-PRF e A-PRF apresentaram maiores valores de alizarina em
relacéo ao grupo C. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes
de alizarina entre os grupos L-PRF e A-PRF (FIGURA 14B).
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Tabela 4 — Analise por Microscopia Confocal de Varredura a Laser. Médias e desvios-padréao (DP) para
precipitacdo de calceina e alizarina para os grupos C, L-PRF, A-PRF e H-PRF, com os resultados das
comparacBes entre os grupos. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante
(p<0,05).

Grupos experimentais

C L-PRF A-PRF H-PRF
Fluorocromo | Médias + DP Médias + DP Médias + DP Médias + DP
Calceina 0,02 +0,012 0,05 + 0,02 0,07 + 0,04° 0,07 + 0,06°
Alizarina 0,02 £ 0,012 0,09 + 0,05P 0,07 + 0,04b 0,13 £ 0,01¢
I A | Calceina I B | Alizarina
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Figura 14 — Médias e desvios-padréo para precipitagdo de calceina (A) e alizarina (B) para os
grupos C, L-PRF, A-PRF e H-PRF, com os resultados das comparacdes entre os grupos. Letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

4.4 Andlise histomorfométrica

4.4.1 Analise histométrica

As médias e desvios-padrao de AON, bem como o resultado das comparacdes
intergrupos, estéo representadas na Figura 15. O grupo H-PRF (n=8; AON = 12,67 *
9,247) apresentou maiores valores (p<0,05) de AON em comparacao aos grupos C
(n=8; 0,2125 + 0,3934), L-PRF (n=8; 3,682 + 3,176) e A-PRF (n=8; 2,129 + 1,783). Os
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grupos L-PRF e A-PRF apresentaram maiores valores de AON que o grupo C
(p<0,05). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes para AON

entre os grupos L-PRF e A-PRF (p>0,05).
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Figura 15 — Médias e desvios-padrdo para AON para os
grupos C, L-PRF, A-PRF e H-PRF, com os resultados das
comparacdes entre os grupos. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).

4.4.2 Analise histopatologica

Grupo controle

Observou-se tecido conjuntivo composto por fibras colagenas orientadas
paralelamente a superficie da ferida em quase toda a extensdo do defeito cirdrgico
(FIGURA 16A). Em todas as amostras, o tecido conjuntivo na parte central do defeito
possuia espessura bem inferior a encontrada no tecido 6sseo original da calota. Junto

as margens do defeito cirargico, péde ser observada pequena quantidade de tecido
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0sseo neoformado (FIGURA 17 A,B), exibindo pequeno nimero de osteoblastos em
suas bordas. Encontrou-se, em todos 0s espécimes, pequeno numero de vasos
sanguineos e moderado numero de fibroblastos. Observou-se, também, infiltrado
inflamatério geralmente leve, com presenca de linfocitos e plasmacitos, distribuidos

ao longo do defeito.

Grupo L-PRF

O tecido 6sseo neoformado exibia pequeno nimero de osteoblastos em suas
bordas. O tecido conjuntivo, sem diferenciacéo 6ssea, apresentava numerosos feixes
de fibras colagenas dispostas paralelamente a superficie da ferida, porém mais
organizadas e com maior espessura que aquelas observadas nos espécimes do
Grupo C, apesar de ainda inferior a espessura da margem do defeito cirdrgico
(FIGURA 16B). A maioria dos espécimes do Grupo L-PRF apresentou maior
guantidade de tecido ésseo neoformado junto as margens do defeito cirtrgico quando
comparados aos espécimes do Grupo C (FIGURA 17 C,D). Em alguns espécimes,
também se observou neoformacdo 6ssea ao longo do defeito, formando ilhotas.
Observou-se significativa presenca de vasos sanguineos ao longo de toda sua

extensao.

Grupo A-PRF

O tecido 6sseo neoformado exibia pequeno nimero de osteoblastos em suas
bordas. O tecido conjuntivo, sem diferenciacdo éssea, apresentava numerosos feixes
de fibras colagenas dispostas paralelamente a superficie da ferida, porém mais
organizadas e com maior espessura que aquelas observadas nos espécimes do
Grupo C (FIGURA 16C). A maioria dos espécimes do Grupo A-PRF apresentou maior
guantidade de tecido 6sseo neoformado junto as margens do defeito cirdrgico quando
comparados aos espécimes do Grupo C (FIGURA 17 E,F). Em alguns espécimes,
também se observou neoformacédo O0ssea ao longo do defeito, formando ilhotas.
Observou-se significativa presenca de vasos sanguineos ao longo de toda sua

extensao.
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Grupo H-PRF

O tecido 6sseo neoformado exibia expressivo numero de osteoblastos em suas
bordas. O tecido conjuntivo, sem diferenciacdo 6ssea, apresentava numerosos feixes
de fibras colagenas dispostas paralelamente & superficie da ferida, porém mais
organizadas e com maior espessura que aquelas observadas nos espécimes do
Grupo C (FIGURA 16D). A maioria dos espécimes do Grupo H-PRF apresentou maior
quantidade de tecido 6sseo neoformado junto as margens do defeito cirtrgico quando
comparados aos espécimes do Grupo C, L-PRF e A-PRF (FIGURA 17 G,H). Na
maioria dos espécimes, também se observou intensa nheoformacéo 6ssea ao longo do
defeito, formando ilhotas. Observou-se significativa presenca de vasos sanguineos ao

longo de toda sua extensao.

AN

Figura 16 — Imagem panoramica dos cortes histolégicos. A — Grupo C; B — Grupo L-PRF; C
— Grupo A-PRF; D — Grupo H-PRF. Aumento original = 1,6X.
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Figura 17 — Imagens representativas de cortes histolégicos. Grupos: C (A, B); L-
PRF (C, D); A-PRF (E, F); H-PRF (G, H). ON = osso neoformado; seta nao
preenchida = margens do defeito cirdrgico original. *As imagens G, H
representam porc¢des distantes das margens do defeito cirdrgico. Coloragéo:
Azul de Stevenell e Vermelho de Alizarina. Aumento original = 10x (A, C, E, G);
20x (B, D, F, H).
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a literatura vem se concentrando na proposi¢do de novas
formulagbes de concentrados plaquetarios obtidos pela centrifugacdo de sangue
autdlogo, com o objetivo de aprimorar as caracteristicas estruturais e moleculares
dessas matrizes, tais como resisténcia mecanica e taxas de retencao e liberacdo de
fatores de crescimento. O impacto bioldgico em estudos in vivo dessas modificacdes
ainda é um campo obscuro na literatura. O presente estudo é o primeiro a avaliar a
neoformacdo O0ssea em DTCs criados em calvaria de ratos e tratados com
concentrados plaquetarios de origem autdégena, obtidos por trés protocolos distintos
envolvendo centrifugacdo em alta e baixa velocidade, bem como equipamentos de
centrifugacéo horizontal e de angulo fixo. Os resultados obtidos demonstraram, em
suma, que os agregados plaquetarios potencializam a neoformacao 6ssea em DTCs
em calvaria de ratos. Contudo, o protocolo de centrifugacdo horizontal produziu
agregados plaquetarios com maior potencial biolégico para a regeneracéo éssea.

Neste estudo, foram utilizados trés diferentes protocolos de centrifugacao para
a obtencdo das membranas de PRF. Sendo assim, torna-se essencial para a
reprodutibilidade do estudo que as caracteristicas celulares e estruturais encontradas
na PRF produzida com amostras sanguineas do rato sejam semelhantes aquelas
encontradas na PRF produzida com sangue humano. As membranas de PRF
produzidas com sangue do rato demonstraram caracteristicas semelhantes a PRF
produzida com sangue humano no que se refere ao nimero e distribuicdo celular,
conforme achados de estudos prévios (GHANAATI et al., 2014; MIRON et al.,
2019a,b), sendo possivel observar que os protocolos de centrifugacdo em baixa
velocidade e de centrifugacdo horizontal foram mais eficazes na concentracdo de
plaguetas e na sua distribuicdo de maneira mais homogénea ao longo da matriz de
PRF do que o protocolo original de L-PRF. No que se refere aos leucécitos, a
centrifugacéo horizontal promoveu um maior aumento na quantidade de células, bem
como sua distribuicdo mais uniforme entre as camadas de PRF, quando comparada
aos protocolos de centrifugacédo de angulo fixo.

No que se refere ao modelo experimental abordado neste estudo, a utilizag&o
de ratos em experimentos cientificos é uma técnica bem estabelecida e amplamente
difundida na literatura. As pesquisas pré-clinicas configuram um método importante

na busca de respostas e alternativas previamente a pesquisa em humanos. Além do
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mais, os roedores sdo a ordem de mamiferos mais utilizada em experimentacéo
animal, visto sua facilidade de criacdo e manejo e caracteristicas anatbmicas,
fisiolégicas e genéticas que permitem extrapolar as conclusdes e resultados obtidos
para a espécie humana. Nestes modelos animais, DTC) com diametro igual ou
superior a 5 mm sdo comumente utilizados na avaliacdo da regeneracéo 6ssea, visto
gue configuram feridas que ndo se cicatrizam espontaneamente no periodo de
duracéo de um estudo. Sendo assim, alternativas terapéuticas podem ser facilmente
avaliadas quanto ao seu potencial na promocao e aceleragéo da regeneracao tecidual
(SHANBHAG et al., 2017; VAJGEL et al., 2014). Em relacéo a coleta sanguinea, a
técnica de puncdo cardiaca foi empregada para que se pudesse obter amostra
sanguinea em quantidade suficiente e em tempo habil para a producdo das
membranas de PRF, sendo possivel obter 3 mL de sangue de cada animal, de acordo
com a massa corpérea média dos animais empregados neste estudo, sem causar
sofrimento ou extrapolar os limites fisiolégicos (HARKNESS; WAGNER, 2010; HOFF,
2000).

A andlise por fluorescéncia, por meio de microscopia confocal, vem sendo
amplamente empregada nos estudos envolvendo a avaliacdo da regeneracao 0ssea,
devido a capacidade dos fluorocromos de se ligarem aos ions calcio no momento de
sua precipitacdo na matriz, sendo que a quantidade de fluorescéncia permite a
visualizacdo direta da quantidade de osso presente. A administracdo de diferentes
fluorocromos em periodos distintos permite a avaliacéo e diferenciacao do 0sso antigo
e do osso neoformado, 0 que, por sua vez, possibilita a mensuracédo do fendmeno da
neoformacdo o6ssea (MULINARI-SANTOS et al., 2019; PUTTINI et al.,, 2019;
RAMALHO-FERREIRA et al., 2015). Neste estudo, observou-se turnover 6sseo
aumentado nos grupos L-PRF e H-PRF, demonstrado pela maior marcacao de
alizarina e menor marcacao de calceina. A maior presenca de calceina nos grupos L-
PRF, A-PRF e H-PRF em comparagédo ao grupo controle indica menores taxas de
reabsorcéo 0ssea, enquanto a presenca mais expressiva de alizarina no grupo H-PRF
evidencia o seu potencial na promocéo da neoformacao 0ssea. De forma geral, todas
as matrizes de PRF estimularam o processo de neoformagdo 6ssea no presente
estudo. De fato, a concentragao celular e liberagéo de fatores de crescimento tornam
a PRF um arcabouco biologico ideal, promovendo a aceleragdo da migracdo e
proliferacéo celular, angiogénese, modulagéo da resposta imunologica e recrutamento

de células mesenquimais indiferenciadas, o que favorece a reparagao e regeneracao
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de tecidos moles e duros (BASLARLI et al., 2015; CHOUKROUN et al., 2006; DOHAN
EHRENFEST et al.,, 2009a; GHANAATI et al.,, 2018; LI et al., 2014; SOFFER,;
OUHAYOUN; ANAGNOSTOU, 2003; ZHAO; TSAI; CHANG, 2011).

Estudos prévios ja demonstraram o potencial da L-PRF e A-PRF na aceleracao
da neoformacédo 0ssea de DTCs criados em calvaria de ratos. Foram demonstradas
maiores quantidades de osso neoformado em analises microtomogréficas e
histomorfométricas, em valores estatisticamente significantes, quando comparadas ao
preenchimento dos DTCs com coagulo, apenas (grupo controle) (SILVA et al., 2022).
A associacdo da L-PRF a enxerto xendgeno bovino promoveu maiores taxas de 0Sso
neoformado em parametros microtomograficos e histomorfométricos frente a
osteoporose induzida experimentalmente, bem como maior expressao de fatores de
crescimento importantes para a promocao da regeneracdo 6ssea, em comparagao a
grupo controle (ENGLER-PINTO et al., 2019).

O papel dos concentrados plaquetarios na regeneracao tecidual pode ser
explicado pela disponibilizacdo de células e fatores de crescimento diretamente no
local de acdo. A rede de fibrina formada apos a centrifugacdo aprisiona as plaquetas
em seu interior, responsaveis pela liberacao de citocinas e fatores de crescimento que
desempenham papel fundamental como mediadores de eventos inflamatérios e
cicatriciais, tais como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformante (TGF)-3, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)-
1, fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) (BASLARLI et al., 2015; CHOUKROUN et al., 2006; DOHAN EHRENFEST et
al., 2009a; ENGLER-PINTO et al., 2019; GHANAATI et al., 2018; LI et al., 2014;
SOFFER; OUHAYOUN; ANAGNOSTOU, 2003; ZHAO; TSAI; CHANG, 2011).
Estudos tém demonstrado um padrao de liberacdo lento e gradual das células e
fatores de crescimento presentes nas matrizes de PRF, podendo se estender de 7 até
28 dias, garantindo a manutencdo de concentracfes favoraveis durante o periodo
inicial do processo de regeneracdo 0ssea (DOHAN et al., 2006b; HE et al., 2009;
ZHANG et al., 2012).

O presente estudo produziu matrizes de PRF utilizando alta e baixa velocidade
de centrifugacéo. Estudos in vitro tém demonstrado melhores caracteristicas celulares
e moleculares nos protocolos de centrifugacéo em velocidade reduzida (EL BAGDADI
etal., 2019; FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017; GHANAATI et al., 2014; KOBAYASHI

et al., 2016). A centrifugacdo em alta e baixa velocidade também foi comparada em
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um estudo in vivo com a aplicacdo de matrizes de PRF em tecidos subcutaneos de
ratos, onde se demonstrou a formacao de uma estrutura de fibrina densa e estavel em
protocolo de alta velocidade de centrifugacdo, o que prejudicava sua infiltracdo no
tecido receptor, enquanto a centrifugacdo em baixa velocidade permitiu a formacéo
de uma matriz de PRF mais porosa, com altas taxas de vascularizacdo no tecido
(KUBESCH et al., 2019). Supde-se, assim, que mudancas estruturais nos coagulos
de PRF podem alterar seu potencial regenerativo.

Em todos os parametros analisados neste estudo, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos L-PRF e A-PRF, o que
corrobora os achados de Silva e colaboradores (2022), onde os dois tipos diferentes
de matrizes de PRF promoveram maior neoformacéo 6ssea em comparagao ao grupo
controle, em parametros microtomograficos e histomorfométricos, mas néo
apresentaram diferencas significantes entre si. Maiores taxas de liberacao de fatores
de crescimento importantes para a promocdo da neoformacdo Ossea tém sido
demonstradas em protocolos de centrifugagédo em baixa velocidade, em comparacao
aos protocolos originais de centrifugacédo em alta velocidade (FUJIOKA-KOBAYASHI
et al., 2017; KOBAYASHI et al., 2016). Por outro lado, DOHAN EHRENFEST e
colaboradores (2018) observaram que a liberacdo lenta de alguns fatores de
crescimento das membranas L-PRF originais foi significativamente mais potente em
todos os tempos experimentais do que a liberagdo das membranas A-PRF.

Uma limitagdo do presente estudo foi a auséncia de andlise dos niveis de
fatores de crescimento nas amostras de PRF. Futuros estudos sdo importantes para
esclarecer a correlacéo existente entre diferentes niveis de fatores de crescimento em
diferentes matrizes de PRF e a quantidade de osso neoformado. A luz dos padrdes
de retencdo e liberacdo de fatores de crescimento promovidos por variagdes no
protocolo de centrifugacdo (LOURENCO et al., 2021; TSUJINO et al.,, 2019), é
necessario esclarecer as propriedades resultantes nas diferentes matrizes de PRF.
Ressalta-se que, mais importante do que a quantidade de plaquetas aprisionadas na
matriz de PRF, seu papel principal na promocao da neoformacéo tecidual se encontra
na inter-relacdo entre plaquetas, leucécitos, fibrina e fatores de crescimento
(FUJIOKA-KOBAYASHI, 2017). Assim, as evidéncias diretas da distribuicdo e
liberacdo de fatores de crescimento no aprimoramento de diferentes formulacdes de

PRF ainda necessitam ser elucidadas.
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De forma inédita, o presente estudo avaliou com poder estatistico adequado o
impacto biolégico de matrizes de PRF produzidas a partir de diferentes angulos de
centrifugacdo na regeneracao 6ssea. As membranas produzidas pela centrifugacéo
horizontal proporcionaram maiores valores de BV/TV, Th.N, AON, bem como maior
expressdo de Alizarina, quando comparadas aquelas produzidas por meio de
centrifugas com rotores de angulo fixo. De fato, ao longo dos anos, novos protocolos
vém sendo propostos baseados em conceitos de centrifugagdo em baixa velocidade
e tempo reduzido, tais como a A-PRF e i-PRF, além da introducédo a centrifugacéo
horizontal (H-PRF), com a finalidade de melhorar as caracteristicas estruturais das
membranas de PRF e aumentar a biodisponibilidade de células e fatores de
crescimento, 0 que poderia potencializar seus efeitos regenerativos (FUJIOKA-
KOBAYASHI et al., 2017; GHANAATI et al., 2014; KOBAYASHI et al., 2016;
LOURENCO et al., 2018; MIRON et al., 2019a,b; MOURAO et al., 2015; WEND et al.,
2017). A producédo de matrizes de PRF com a utilizacdo de centrifugas verticais de
angulo fixo vem sendo empregada por anos, visto que a maioria das centrifugas
disponiveis comercialmente sédo sistemas de angulo fixo. A utilizacdo de centrifugas
horizontais, ja muito empregadas na area médica, tem sido proposta recentemente
devido a sua capacidade de melhor separacdo dos tipos celulares, em teoria, devido
as células circularem livremente pelo tubo, evitando que elas se choquem contra suas
paredes (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2021).

No presente estudo, as amostras de H-PRF apresentaram uma distribuicdo
mais homogénea de leucécitos e um aumento de 7,7 vezes em comparacao as
amostras de sangue periférico. Esse aumento também foi superior aqueles
observados nas amostras de L-.PRF e A-PRF. Essas informag¢des corroboram
achados de estudos prévios, onde a centrifugacao horizontal permitiu um aumento de
4 vezes no numero de células (especialmente leucécitos) presentes nas camadas
correspondentes a PRF em comparacao a centrifugagéo de angulo fixo (MIRON et al.,
2019a). Os leucdcitos sdo muito mais dificeis de acumular dentro da matriz de PRF,
principalmente quando se utiliza centrifugacdo de angulo fixo, onde o numero de
células da série vermelha supera as células da série branca em razao de 1000:1 e a
maioria das células se acumula ao longo da superficie distal posterior dos tubos PRF,
onde eles geralmente ndo podem se separar com precisdo. Foi demonstrado
previamente que, embora as plaquetas pudessem aumentar o rendimento em ~ 20%

na centrifugacdo horizontal versus angulo fixo, os leucécitos demonstraram um
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aumento mais pronunciado (préximo a 400%) (MIRON et al., 2019a). Células da série
branca, em particular, sdo importantes durante a cicatrizacdo de feridas,
especialmente durante a integracao de biomateriais e formacéo de tecidos (BATOON
et al., 2017; CHANG et al., 2008; FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2021; MIRON;
BOSSHARDT, 2015; SINDER; PETTIT; MCCAULEY, 2015; WINKLER et al., 2010).

Em suma, o presente estudo demonstrou que, utilizando centrifugas de angulo
fixo, a velocidade de centrifugacdo na producdo de agregados plaquetarios ndo
alterou seu potencial biolégico. Ambas as matrizes de agregados plaquetarios (L-PRF
e A-PRF) promoveram resultados semelhantes na regeneracdo de tecidos duros.
Contudo, a modificacdo do equipamento de centrifugacdo, ou seja, a utilizacdo de
centrifugacdo horizontal, produziu agregados plaquetarios (H-PRF) com maior
potencial biolégico para a regeneracao 6ssea. O H-PRF proporcionou aumento no
BV/TV de 464%, 238% e 206% em relacdo aos grupos C, L-PRF e A-PRF,
respectivamente. As diferencas entre H-PRF e os demais agregados plaquetéarios
relatadas em diversos estudos in vitro (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2021,
LOURENCO et al., 2021; MIRON et al., 2019a,b) podem explicar esses resultados. E
importante destacar que a literatura ainda € controversa no que diz respeito a
previsibilidade no tratamento com PRF, especialmente na regeneracdo 6ssea.
Estudos clinicos controlados aleatorizados de alta qualidade e metanalises séo
requeridos para reverter essa limitacdo da literatura, e, para tanto, torna-se
fundamental a padronizagcéo dos protocolos de preparacéo e aplicacdo das matrizes
de PRF, minimizando a ocorréncia de variaveis que podem comprometer a eficacia
do tratamento e o resultado final (DOHAN-EHRENFEST et al., 2018; TSUJINO et al.,
2019).

Os dados desse estudo devem ser interpretados com cautela. O preparo dos
agregados plaquetéarios autélogos em ratos exigiu a necessidade de adaptacdes dos
protocolos originais no que diz respeito ao volume total de sangue coletado em cada
tubo. Aléem disso, os niveis de fatores de crescimento nas amostras de PRF n&o foram
mensurados. Utilizou-se também matrizes de PRF isoladas nos DTCs criados. Futuros
estudos avaliando a associacdo dessas matrizes com biomateriais, bem como
avaliacdo da correlacdo existente entre os niveis de fatores de crescimento, nimero
de plaquetas e quantidade de osso neoformado sdo importantes. Periodos de
acompanhamento mais prolongado, além da utilizacdo de animais com

comprometimentos sistémicos e animais de maior escala filogenética também devem
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ser realizados para melhor elucidar o papel dos concentrados plaquetarios na

promocao da neoformacéao tecidual (SILVA et al., 2022).






Conclusdo
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6 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que: i) os agregados
plaquetarios produzidos em centrifugas de angulo fixo por meio de altas velocidades
(L-PRF) ou baixas velocidades (A-PRF) de centrifugacdo, bem como aqueles
produzidos por meio de centrifugacdo horizontal (H-PRF) potencializam a
neoformacdo 6ssea em DTCs em calvaria de ratos; ii) o protocolo de centrifugacdo
horizontal promoveu maior neoformagéo 0ssea no tratamento de DTCs criados em

calvaria de ratos.
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ANEXO A

Certificado de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.

Un e RAOADE D SAG PaALL O —

PERe UNIVERSIDADE DE SA0 PAuLO

C E u A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

COMSSA0 DE ETICa NG U6 DE Animais

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacao da associa¢do da Fibrina Rica
em Plaquetas produzida por dois diferentes protocolos ao enxerto xenogeno
bovino na cicatrizacao de defeitos 6sseos em calvaria de ratos”, Protocolo n°
2019.1.930.58.0, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Michel Reis Messora — que envolve
a produgao, manutencao efou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -~ encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissac de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (CEUA/FORP)

em 07/02/2020.

"Vigéncia do Projeto | 07/02/2020 a 09/03/2021

Espécie/Linhagem | Rato heterogénico / Wistar Hannover

N° de animais 32

Peso/ldade 250 - 300g / 42-56 dias

Sexo Macho -

Origem Biotério Central -PUSP-RP

Ribeirdo Preto, 07 de fevereiro de 2020.

,
\

filain.
Profa. Dra. Andiara De Rossi Daldegan
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
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Effects of platelet aggregates produced by three centrifugation protocols on

bone neoformation in defects created in rat calvaria

This study evaluated the potential of platelet aggregates obtained by fixed-angle (L-PRF
and A-PRF) and horizontal (H-PRF) centrifugation in bone neoformation in critical size
defects (CSDs) in rat calvaria. 32 rats were divided into groups: C, L-PRF, A-PRF and
H-PRF. 5mm diameter CSDs were created in the animals' calvaria. Defects from groups
Control (C), L-PRF, A-PRF and H-PRF were filled with blood clot, L-PRF, A-PRF and
H-PRF, respectively. L-PRF, A-PRF and H-PRF were prepared from animal blood
collection and specific centrifugation protocols. At 14 and 30 days, injections of calcein
(CA) and alizarin (AL) were performed, respectively. Animals were euthanized at 35
days. Microtomographic, laser confocal microscopy and histomorphometric analyzes
were performed. Data were statistically analyzed (ANOVA, Tukey, p<0.05). L-PRF, A-
PRF and H-PRF groups showed higher values of bone volume (BV), newly formed bone
area (NFBA) and precipitation of CA and AL than C group (p<0.05). H-PRF group
showed higher values of BV, number of trabeculae (Th.N), NFBA and higher
precipitation of AL than A-PRF and L-PRF groups (p<0.05). Therefore, it can be
concluded that: i) L-PRF, A-PRF and H-PRF potentiate bone neoformation in CSDs in
rat calvaria; ii) H-PRF produces platelet aggregates with more biological potential for

bone healing.

Keywords: Bone Regeneration. Platelet-Rich Fibrin. Rats.
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Introduction

One of the biggest challenges of regenerative therapies in Dentistry, especially after the
advent of titanium implants, is to replace lost tissues properly, or even prevent loss before it
occurs, so that the introduced treatment results in success and longevity, leading to the search
for the development of materials that promote regeneration effectively in defect areas®2.

In this sense, the use of platelet concentrates made from the patient's blood has been
proposed in recent years, obtaining an easily applicable three-dimensional membrane with
promising results in promoting tissue regeneration. With this concept, it is suggested that cells
and growth factors can be collected from the patient and applied to the surgical site to stimulate
tissue regeneration®®,

Leukocyte and Platelet Rich Fibrin (L-PRF) consists of a three-dimensional fibrin
network, characteristic of the final stages of the coagulation cascade, forming a biological
framework that acts as a source of cytokines and growth factors such as platelet-derived growth
factor (PDGF), transforming growth factor (TGF)-B, insulin-like growth factor (IGF)-1,
fibroblast growth factor (FGF), and vascular endothelial growth (VEGF). Thus, it promotes
the acceleration of cell migration and proliferation, angiogenesis, modulation of the immune
response, and recruitment of undifferentiated mesenchymal cells, which favors the repair and
regeneration of soft and hard tissues®14,

Initially proposed for the potentiation of bone neoformation after the installation of
dental implants, the use of L-PRF currently extends to periodontal therapies and bone
reconstructions, such as grafting procedures and post-extraction socket preservation>®, tissue
repair in furcation defects'’'®, root coverage in gingival recessions,'2! and procedures for
maxillary sinus lift??23,

In recent years, new protocols for the production of platelet concentrates have been

proposed, giving rise to the concepts of centrifugation at reduced speed and time, including
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Advanced Platelet Rich Fibrin (A-PRF), in addition to the introduction of horizontal
centrifugation, with the aim of promoting greater retention of platelets and leukocytes and
consequently greater release of growth factors, enhancing regenerative and healing effects. In
vitro studies have, in fact, demonstrated better structural characteristics, such as a more
homogeneous cellular distribution along the PRF clot, as well as a greater accumulation and
release of growth factors, in the protocols of reduced speed and time and in horizontal
centrifugation compared to the standard protocol of L-PRF14 24-30,

However, the literature is still scarce regarding in vivo studies comparing the biological
potential of PRF membranes produced by different protocols®’. Thus, the aim of the present
study was to evaluate bone neoformation in CSDs treated with PRF membranes produced by

fixed-angle and horizontal centrifugation protocols.
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Methods

Animals

Thirty-two rats (Rattus Norvergicus, albinus, Wistar), aged 14 weeks, body mass
between 3509 and 4509, were obtained after submission and approval by the Committee on
Ethics in the Use of Animals (CEUA) of the School of Dentistry of Ribeirdo Preto (FORP) of
Universidade de S&o Paulo (USP), under number 2019.1.930.58.0. The animals were kept in
an environment with a 12-hour light cycle per day and a temperature between 22 and 24°C,
consumed selected solid chow and water ad libitum.

The animals were randomly divided into four experimental groups (n=8): C, L-PRF,
A-PRF, and H-PRF. The sample size allowed to ensure a power of 80% in the statistical
analysis of the data obtained in the study, considering the means and standard deviations of the
Area of Neoformed Bone (ANB) in the experimental groups of previous studies®®-32, adjusting
the o value at 0.05.

The experimental surgical procedures (blood collection for the preparation of PRF and
creation of the defect) were performed after inhalation anesthesia of the animals in a chamber
containing 4% isoflurane (Instituto Biochimico Ind. Farm. Ltda, Itatiaia, RJ, Brazil). The
animals were given Morphine Sulfate 8 mg/Kg (Dimorf, Cristalia ® Prod. Quim. Farm. Ltda,
Itapira, SP, Brazil) intramuscularly; Flunixin Meglumine 2 mg/Kg (Aplonal 1%, Koénig ®,
Buenos Aires, Argentina) subcutaneously; and 24,000 1U/Kg of penicillin G-benzathine
(Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Animal Health ®, Campinas, SP, Brazil)

intramuscularly.
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Blood collection and PRF processing

3 mL of blood were collected from each animal, by means of cardiac puncture, for the
preparation of the PRF. Blood was collected in a 5 mL disposable syringe (Descarpack, Séo
Paulo, Brazil), stored in 5 mL silica-coated plastic tubes (BD Vacutainer®, Becton, Dickinson
and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) without the presence of anticoagulant substances, and
immediately processed.

PRF collection followed three different protocols. In the L-PRF group, blood was
centrifuged at a speed of 2700 revolutions per minute (rpm) for 12 minutes (~700g maximum
Relative Centrifugal Force [RCFmax]) in an Intra-Spin™ centrifuge (Intra-Lock®
International, Inc, Boca Raton, FL, USA). In the A-PRF group, blood was centrifuged at 1500
rpm for 14 minutes (~ 200g RCFmax). In the H-PRF group, an horizontal centrifuge (Eppendorf
5702 centrifuge, Hamburg, Germany) was used, where blood was centrifuged at an RCFmax
of 700g for 8 minutes, according to a protocol previously established in the literature®.

After processing, the intermediate portion, which represents the PRF clot, was collected
and processed to fill the defects in the calvaria of animals in the L-PRF, A-PRF, and H-PRF

groups.

Validation of L-PRF, A-PRF, and H-PRF protocols

To quantify and determine the location of cells along the tube after centrifugation and
production of PRF, sequential pipetting analysis was performed, using an adaptation of the
work by Miron et al.®. Six rats (two for each PRF protocol) were subjected to the collection of
4 mL of blood in tubes containing EDTA, so that, after centrifugation, the layers were separated
but no clot was formed, allowing the layers to be pipetted to laboratory analyses. After

centrifugation of the L-PRF, A-PRF, and H-PRF protocols, 350-uL layers were pipetted in
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sequence, from the most superficial layer to the bottom of the tube, totaling ten samples per
tube. These samples were stored in eppendorf flasks and sent for quantification of platelets,

leukocytes, and red blood cells, in order to verify the location of these cells along the tube.

Creation of CSD

After blood collection for PRF preparation, a 5-mm diameter CSD was created on the
calvaria of each animal using a trephine bur (5-mm Trephine Burr, Neodent®, Curitiba, PR,
Brazil) at low rotation under constant irrigation with sterile saline solution. Defects from
groups C, L-PRF, A-PRF, and H-PRF were filled with blood clot, L-PRF, A-PRF, or H-PRF,
respectively. The PRF membranes were divided approximately in half with the aid of surgical
scissors. The portion closest to the red cells was cut in small pieces and used to fill the defect.
The other half of the membrane was used to cover the defect, in order to keep the material
inside.

Tissues were joined in single sutures with 4.0 silk thread (Ethicon®, Johnson &
Johnson, S&o José dos Campos, SP, Brazil) to achieve primary wound closure. Postoperatively,
each animal received an injection of tramadol hydrochloride at 20 mg/kg (Cronidor 2%, Agener
Unido®, Apucarana, PR, Brazil) and flunixin meglumine at 2 mg/kg (Aplonal 1%, Konir®,

Buenos Aires, Argentina) every 12 hours for two days.

Fluorochrome administration

At 14 days after making the CSDs, the animals received fluorochrome calcein (20
mg/Kg) intramuscularly. At 30 days after making the CSDs, alizarin red fluorochrome (20

mg/kg) was also administered intramuscularly. The administration of calcein allows the
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visualization of calcium deposition in the old bone, while alizarin allows its observation in the

newly formed bone®334,

Euthanasia

The animals were euthanized 35 days after the making of the CSDs, using a CO2
chamber with controlled flow after anesthesia with the association of 10% Ketamine (80
mg/Kg) and 2% Xylazine (10 mg/Kg). Samples of the calvaria containing the area of the
original surgical defect and the surrounding tissues were removed en bloc with a diamond disc
and fixed in a 10% neutral buffered formalin solution for 24 hours. Then, they were washed in
running water for another 24 hours, and then identified and stored in flasks containing 70°

alcohol.

Analysis by micro-computed tomography (micro-CT)

Undecalcified samples of the calvaria were scanned by a SkyScan 1172 cone-bean
micro-CT (SkyScan N.V., Kontich, Belgium) to generate three-dimensional (3D) images.
Using DataViewer software v. 1.4.3 (SkyScan N.V., Kontich, Belgium), the 3D image was
rotated to a standard position for analysis and then a 5-mm diameter region of interest (ROI)
and a volume of interest (VOI) of 0.5x5x5 mm was determined. To evaluate the trabecular
bone tissue present in the calvaria in each VOI, a grayscale (0-255) was used, adopting the
threshold between 80 (minimum) and 170 (maximum).

Using the CT-Analyzer® v.1.13.5.1+ software (Bruker, Kontich, Belgium), the
following structural parameters were evaluated in each VOI by a calibrated examiner

(L.M.S.P): i) BV — percentage of VOI filled by bone tissue; ii) BP — percentage of porosity
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present in the bone tissue determined in the VOI; iii) Th.N — number (mm™) of bone trabeculae
present in the VOI; iv) Tb.Sp — total spaces (mm) between the bone trabeculae present in the

VOI; v) Conn.Dn — connectivity density between the bone trabeculae present in the VOI.

Confocal Scanning Laser Microscopy

Laboratory processing

The dynamics of bone neoformation were evaluated by means of fluorescence analysis,
according to previously published protocols®®-4°.

The pieces obtained were fixed in 10% formalin solution with pH 7 for 10 days, with
the solution being changed every two days. After this period, the pieces were transferred to
recipients containing increasing solutions of alcohol for dehydration (70%, 80%, 96%, and
100%), being subjected to agitation at each change. The samples were then placed in
polyethylene containers containing pure resin (LR White Hard Grade, London, UK) and kept
under agitation for 60 minutes. After this period, the pieces were stored and kept in a refrigerator
at 4°C for at least 12 hours. Then, the pieces were kept in a vacuum for one hour, shaken for
the same period and again stored in a refrigerator at 4°C for 24 hours. This routine was repeated
for 15 days, changing the resin every 48 hours. On the 15th day, after changing the resin, the
pieces were placed in Teflon molds and taken to the oven at 60°C for 12 hours, for the resin
polymerization. The polymerized resin blocks containing the samples were then cut in half
using an Exakt system, using a diamond saw and continuous irrigation with water. The surfaces
containing the samples were ground in the Exakt system using sandpaper with increasing grit
(320, 800, 2500, 4000) until the surface of the part was smooth. The sanded and polished blocks

were then glued to an acrylic sheet using the Exakt system, and the exposed surface of the piece
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glued to the sheet was sanded and polished again until a thickness of approximately 70 pm was

obtained.

Image analysis

The scanning of the pieces was performed with a Trinocular Motorized Microscope for
Immunofluorescence and Bright Field (model AXIO IMAGER M2, Carl Zeiss®, Germany)
with a 10x objective coupled to an AxioCam MRm Rev.3 FireWire camera (Carl Zeiss®). After
image reconstruction using AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss®, Germany), it was possible to
visualize the calcein precipitation at 14 days (FIGURE 1A), evidenced by the green color,
representing the deposition of calcium in the old bone; and the precipitation of alizarin at 30
days (FIGURE 1B), in red color, which demonstrates the deposition of calcium in the newly
formed bone. The overlapping of the two layers of fluorochromes was performed, allowing the
visualization of calcium deposition in both periods, which represents the conversion of old bone
into newly formed bone (FIGURE 1C). The images were standardized in hue, saturation, and
brightness. Image captures were performed in the center of the CSD and in the regions close

to the original borders of the defect.

The saved images were then transferred to the Image J program (Processing Software
and Image Analysis, Ontario, Canada). For each analyzed sample, calcein was delimited in a
central region of the CSD with the “free hand” tool, measuring the area in mm?; the same
procedure was performed with alizarin. Calcein and alizarin values allow the observation of
the dynamics of bone neoformation and its comparison between different experimental

groups>&40,
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Histomorphometric Analysis

After performing Confocal Microscopy, the slides already processed were stained with
Stevenel Blue and Alizarin Red for analysis with light microscopy. In each section, the

histopathological characteristics of the newly formed bone tissue were analyzed.

Histometric analysis was performed by a calibrated examiner (D.S.F.S.) using a
computer image assessment system and image acquisition and analysis software (LAS EZ
version 4.1.0, Leica Mycrosystems®). Each histological section was photographed using a
trinocular microscope for brightfield and fluorescence (DMLB, Leica Mycrosystems® Wetzlar
GmbH, Heidelberg, Germany) with a 1.6x objective coupled to a DFC300FX camera (Leica
Mycrosystems®). In each image, a delimitation of the analyzed area was performed, which
corresponded to the region of the calvaria bone where the defect was originally created, called
Total Area (TA). Within the TA, the Area of Neoformed Bone (ANB) was selected and
delimited. The TA value was considered to be 100% of the analyzed area and the ANB value

was calculated as a percentage of TA.

The histopathological analysis was performed by observing the selected histological
sections, using the same microscope, with 10x and 20x objectives coupled to the same camera

used in the histometric analysis.

Statistical analysis

Analyzes were performed using GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc, v.
5.01, San Diego, CA, USA). The animal was considered as the statistical unit. A significance

level of 5% was chosen (p < 0.05). Data distribution was verified by the Shapiro-Wilk test.
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The significance of differences between groups for all variables was determined by analysis of

variance (ANOVA), followed by Tukey's post-hoc test.
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Results

Validation of L-PRF, A-PRF, and H-PRF protocols

The quantification and location of platelets and leukocytes throughout the tube after
centrifugation and production of PRF by three protocols (L-PRF, A-PRF, and H-PRF) was

investigated by means of sequential pipetting analysis and represented in Table 1.

It was observed that, in the L-PRF protocol, platelets and leukocytes were significantly
concentrated in layer 5, in the region of the interface between the portion corresponding to the
PRF and the red cell layer, corresponding to 62.6% and 40.2% of the total of these cells after
centrifugation, respectively. It was not possible to observe the presence of leukocytes in the
first 4 layers of the tube. A large number of leukocytes was also found in the red cell layer,

below the region corresponding to the PRF.

In turn, in the A-PRF protocol, there was a higher concentration of platelets and
leukocytes in layers 4 and 5, totaling ~55% and almost 40% of the total of these cells after
centrifugation, respectively. Compared to the L-PRF, there was a more homogeneous
distribution of platelets and leukocytes throughout the tube. However, leukocytes were also

not observed in the first two layers.

In the H-PRF protocol, it was possible to observe a high concentration of platelets in the
first 4 layers of the tube, evenly distributed in these layers, corresponding to 87.4% of the total
of these cells in the tube after centrifugation. A more homogeneous distribution of leukocytes
was also found between layers 2 and 6, representing 80.7% of the total leukocytes after

centrifugation.
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Analysis by micro-computed tomography (micro-CT)

The three-dimensional reconstructions obtained from the calvaria, as well as the means
and standard deviations of BV, BP, Th.N, Th.Sp, and Conn.Dn for all experimental groups are
shown in Figure 2. The H-PRF group (n=8) showed higher statistically significant values
(p<0.05) of BV (11.83 £ 7,399) and Th.N (0.8929 * 0.5553) when compared to groups C (n=8;
BV: 2.096 + 1.749; Th.N: 0.3426 + 0.3151), L-PRF (n=8; BV: 4.96 £ 1,807; Th.N: 0.3431 +
0.1744), and A-PRF (n=8; BV: 5.733 £ 2.399; Th.N: 0.4358 £ 0.1571). In the analysis of BV,
L-PRF and A-PRF showed significantly higher values (p<0.05 and p<0.01, respectively) than
those of group C, with no significant differences between groups L-PRF and A-PRF for this
same parameter (p>0.05). In the analysis of Th.N, no statistically significant differences were
found among groups C, L-PRF, and A-PRF (p>0.05). For the microtomographic parameters of
BP and Th.Sp, no statistically significant differences (p>0.05) were found among groups C (BP:
95.71 + 4.497; Th.Sp: 0.5085 £ 0.02597), L-PRF (BP: 95.48 + 2,081; Th.Sp: 0.5134 +
0.009539), A-PRF (BP: 94.27 + 2,399; Th.Sp: 0.5006 + 0.1521) and H-PRF (BP: 90.75 + 7,892;
Th.Sp: 0.4896 £ 0.04201). In the Conn.Dn analysis, statistically significant differences (p<0.05)
were observed only between the H-PRF (35.14 £ 18.63) and A-PRF (18.13 + 8.227) groups.
Groups C (18.56 + 10.86) and L-PRF (16.5 £+ 7,397) did not present statistically significant
differences between themselves or in relation to the other groups for the Conn.Dn parameter

(p>0.05).

Confocal Scanning Laser Microscopy

Images obtained by Confocal Microscopy allowed the observation of bands of calcein
(injected 14 days after creating the CSDs, green color) and alizarin (injected 30 days after

making the CSDs, red color), formed by the precipitation of calcium in the organic matrix
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(FIGURE 3). In group C, in the central region (FIGURE 3A), small markings of calcein and
alizarin were observed, which were superimposed, with a thickness much smaller than that
found in the region close to the margins of the original defect. In the region close to one of the
original borders (FIGURE 3B), a thin layer of calcein and alizarin was observed, demonstrating
the slow process of bone neoformation. In the L-PRF and A-PRF groups, greater precipitation
of calcein and alizarin was observed in the central region (FIGURE 3 C,E) and in the region
close to one of the original borders (FIGURE 3 D,F), manifested by the greater intensity in
fluorescence. In the H-PRF group, the central region (FIGURE 3G) showed intense labeling of
calcein and alizarin, evidencing a higher rate of bone neoformation, as well as lower rates of
resorption of old bone. In addition, the thickness observed in the central region of the defect
was very close to that present in the region close to the margins of the original defect. In the
region close to one of the original borders (FIGURE 3H), more evident bands of calcein and
alizarin were also observed compared to group C.

Figure 4 represents the means and standard deviations of calcein and alizarin for all
experimental groups. Intragroup analysis showed statistically significant differences between
fluorochromes injected at 14 days (calcein) and 30 days (alizarin) (p<0.05), manifested by
higher alizarin labeling and lower calcein labeling in the L-PRF groups (n=8; CA: 0.0516 +
0.02406; AL: 0.0865 £+ 0.04706) and H-PRF (n=8; CA: 0.0684 + 0.06011; AL: 0.1283 *
0.01332), indicating an increased bone turnover (FIGURE 4A). In groups C (n=8; CA: 0.02375
+ 0.01575; AL: 0.0268 + 0.01230) and A-PRF (n=8; CA: 0.0704 + 0.03750; AL: 0.0756 *
0.04430), no statistically significant differences were observed between the area stained by
calcein and the area stained by alizarin, indicating a slower bone neoformation process.

Higher statistically significant values of calcein were found in the L-PRF, A-PRF, and
H-PRF groups compared to the C group (FIGURE 4B). No statistically significant differences

were found between the L-PRF, A-PRF, and H-PRF groups regarding calcein precipitation. The
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H-PRF group showed the highest alizarin labeling, with statistically significant differences in
relation to the C, L-PRF, and A-PRF groups (FIGURE 4C). The L-PRF and A-PRF groups had
statistically significant higher values of alizarin in relation to the C group. There were no

statistically significant differences in alizarin between the L-PRF and A-PRF groups.

Histomorphometric analysis

Histometric analysis

The means and standard deviations of ANB, as well as the result of the intergroup
comparisons, are represented in Figure 5. The H-PRF group (n=8; ANB = 12.67 + 9.247)
showed the highest statistically significant values of ANB (p<0.01; p<0.05 and p<0.01,
respectively) compared to groups C (n=8; 0.2125 + 0.3934), L-PRF (n=8; 3.682 + 3.176)
and A-PRF (n=8; 2.129 + 1.783). The L-PRF and A-PRF groups showed higher ANB
values than the C group (p<0.01 and p<0.05, respectively). No statistically significant
differences in ANB were found for the L-PRF and A-PRF groups (p>0.05).

Histopathological analysis

Control Group

A connective tissue composed of collagen fibers oriented parallel to the surface of the
wound was observed along almost the entire length of the surgical defect, which, in the central
part of the defect had a thickness much smaller than that found in the original bone tissue of the
cap. Along the margins of the surgical defect, a small amount of newly formed bone tissue was
observed, showing a small number of osteoblasts on its edges (FIGURE 6A). In all specimens,

a small number of blood vessels and a moderate number of fibroblasts were found. A generally
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mild inflammatory infiltrate was also observed, with the presence of lymphocytes and plasma

cells, distributed along the defect.

L-PRF Group

The newly formed bone tissue exhibited a small number of osteoblasts at its edges. The
connective tissue presented numerous bundles of collagen fibers arranged parallel to the wound
surface, but more organized and thicker than those observed in specimens from Group C,
although still smaller than the thickness of the surgical defect margin. Most specimens from
the L-PRF Group had a greater amount of newly formed bone tissue near the margins of the
surgical defect when compared to specimens from Group C (FIGURE 6B). In some specimens,
bone neoformation was also observed along the defect, forming islets. A significant presence

of blood vessels was observed along its entire length.

A-PRF Group

The newly formed bone tissue exhibited a small number of osteoblasts at its edges. The
connective tissue had numerous bundles of collagen fibers arranged parallel to the wound
surface, but were more organized and thicker than those observed in specimens from Group C.
Most samples from the A-PRF Group had a more significant amount of newly formed bone
tissue along the margins of the surgical defect when compared to specimens from Group C
(FIGURE 6C). In some specimens, bone neoformation was also observed along the defect,

forming islets. A significant presence of blood vessels was observed along its entire length.
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H-PRF Group

The newly formed bone tissue exhibited a substantial number of osteoblasts at its edges.
The connective tissue had numerous bundles of collagen fibers arranged parallel to the wound
surface, but more organized and thicker than those observed in specimens from Group C. Most
specimens from H-PRF Group had a greater amount of newly formed bone tissue along the
margins of the surgical defect when compared to specimens from Group C, L-PRF, and A-PRF.
In most specimens, intense bone neoformation was also observed along the defect, forming

islets (FIGURE 6D). A significant presence of blood vessels was observed along its entire

length.
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Discussion

In recent years, literature has focused on proposing new formulations of platelet
concentrates obtained by centrifugation of autologous blood, with the objective of improving
the structural and molecular characteristics of these matrices, such as mechanical strength and
retention and release rates of growth factors. Variations in Relative Centrifugal Force (RCF)
and centrifugation time, as well as the introduction of new centrifuges and tubes for blood
collection, led to changes in the original method proposed by Choukroun et al. (2001)" and the
emergence of new protocols, such as Concentrated Growth Factor (CGF), A-PRF, and
concentrates obtained by horizontal centrifugation (H-PRF)?’. The biological impact in in vivo
studies of these modifications is still an obscure field in the literature. The present study is the
first one to evaluate bone neoformation in CSDs created in rat calvaria and treated with platelet
concentrates of autogenous origin, obtained by three different protocols involving high and low
speed centrifugation, as well as horizontal and fixed-angle centrifugation equipment. The
results obtained showed, in short, that platelet aggregates potentiate bone neoformation in CSDs
in rat calvaria. However, the horizontal centrifugation protocol produced platelet aggregates
with greater biological potential for bone regeneration.

In this study, three different centrifugation protocols were used to obtain PRF
membranes. The PRF membranes produced with rat blood showed characteristics similar to
the PRF produced with human blood in terms of cell number and distribution, according to
findings from previous studies'*#*!, and it is possible to observe that the protocols of low-speed
centrifugation and protocols using horizontal centrifugation were more effective in
concentrating platelets and distributing them more evenly along the PRF matrix than the
original L-PRF protocol. Regarding leukocytes, horizontal centrifugation promoted over a 2-
fold increase in the number of cells, as well as a more uniform distribution between the PRF

layers, when compared to fixed-angle centrifugation protocols.
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In this study, increased bone turnover was observed in the L-PRF and H-PRF groups,
demonstrated by the higher alizarin labeling and lower calcein labeling. The greater presence
of calcein in the L-PRF, A-PRF, and H-PRF groups compared to the control group indicates
lower rates of bone resorption, while the more expressive presence of alizarin in the H-PRF
group highlights its potential in promoting neoformation bone. In general, all PRF matrices
stimulated the process of bone neoformation in the present study. In fact, the cell concentration
and release of growth factors make PRF an ideal biological framework, promoting the
acceleration of cell migration and proliferation, angiogenesis, modulation of the immune
response and recruitment of undifferentiated mesenchymal cells, which favors the repair and
regeneration of soft and hard tissues®®13,

Previous studies have already demonstrated the potential of L-PRF and A-PRF in
accelerating bone neoformation of CSDs created in rat calvaria. Higher amounts of newly
formed bone were demonstrated in microtomographic and histomorphometric analyses, in
statistically significant values, when compared to filling the CSDs with clot alone (control
group)®’. The association of L-PRF with bovine xenograft promoted higher rates of neoformed
bone in microtomographic and histomorphometric parameters against experimentally induced
osteoporosis, as well as greater expression of important growth factors for the promotion of
bone regeneration, compared to the control group*?.

The present study produced PRF matrices using high and low speed centrifugation. In
vitro studies have demonstrated better cellular and molecular characteristics in low-speed
centrifugation protocols!?4344 |t is thus assumed that structural changes in PRF clots may
alter their regenerative potential. In all parameters analyzed in this study, no statistically
significant differences were found between the L-PRF and A-PRF groups, which supports the
findings of Silva et al. (2022)%", where the two different types of PRF matrices promoted greater

bone neoformation compared to the control group, in microtomographic and histomorphometric
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parameters, but there were no significant differences between them. Higher rates of release of
important growth factors for the promotion of bone neoformation have been demonstrated in
low-speed centrifugation protocols, compared to the original high-speed centrifugation
protocols®*?8, On the other hand, Dohan Ehrenfest and colleagues (2018)* observed that the
slow release of some growth factors from the original L-PRF membranes was significantly
more potent at all experimental times than the release from the A-PRF membranes. It is
important to emphasize that more important than the number of platelets or growth factors
present in the PRF samples is the dynamics in the interrelationship between platelets,
leukocytes, fibrin, and growth factors?. It is not just the amount that matters, but how the
cells/molecules are distributed in the PRF matrix, their retention level, and their release pattern.
In an unprecedented way, the present study evaluated with proper statistical power the
biological impact of PRF matrices produced from different centrifugation angles on bone
regeneration. Membranes produced by horizontal centrifugation provided higher values of BV,
Th.N, ANB, as well as higher expression of Alizarin, when compared to those produced by
centrifuges with fixed-angle rotors. In fact, over the years, new protocols have been proposed
based on concepts of low speed and reduced time centrifugation, such as A-PRF and i-PRF, in
addition to the introduction of horizontal centrifugation (H-PRF), with the purpose of
improving the structural characteristics of PRF membranes and increasing the bioavailability
of cells and growth factors, which could potentiate their regenerative effects 1424258414647
In the present study, H-PRF samples showed a more homogeneous distribution of
leukocytes and a 7.7-fold increase compared to peripheral blood samples. This increase was
also higher than those observed in the L-PRF and A-PRF samples. This information supports
findings from previous studies, where horizontal centrifugation allowed a 4-fold increase in the

number of cells (especially leukocytes) present in the layers corresponding to PRF compared
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to fixed-angle centrifugation!*. White blood cells, in particular, are important during wound
healing, especially during biomaterial integration and tissue formation#-52,

In summary, the present study demonstrated that, using fixed-angle centrifuges, the
centrifugation speed in the production of platelet aggregates did not alter their biological
potential. Both arrays of platelet aggregates (L-PRF and A-PRF) promoted comparable results
in hard tissue regeneration. However, the modification of the centrifuge equipment, i.e., the
use of horizontal centrifuge, produced platelet aggregates (H-PRF) with greater biological
potential for bone regeneration. H-PRF provided an increase in BV of 464%, 238%, and 206%
in relation to groups C, L-PRF, and A-PRF, respectively. The differences between H-PRF and
other platelet aggregates reported in several in vitro studies'*?641%1 may explain these results.
It is important to highlight that the literature is still controversial regarding predictability in PRF
treatment, especially in bone regeneration. High-quality randomized controlled clinical studies
and meta-analyses are required to reverse this limitation of the literature, and therefore it is
essential to standardize the protocols for the preparation and application of PRF matrices,
minimizing the occurrence of variables that can compromise the effectiveness, treatment, and
final result®>%®,

Data from this study should be interpreted with caution. The preparation of autologous
platelet aggregates in rats required adaptations of the original protocols regarding the total
volume of blood collected in each tube. In addition, the levels of growth factors in the PRF
samples were not measured. Furthermore, isolated PRF matrices were used in the creation of
CSDs. Future studies evaluating the association of these matrices with biomaterials, as well as
evaluating the correlation between the levels of growth factors, number of platelets, and amount
of newly formed bone are important. Longer follow-up periods, in addition to the use of

animals with systemic compromises and animals with a larger phylogenetic scale, should also
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be performed to better elucidate the role of platelet concentrates in promoting tissue

neoformation®’.



148|Anexos

Conclusion

Within the limits of this study, it can be concluded that: i) the platelet aggregates L-PRF,
A-PRF, and H-PRF potentiate bone neoformation in CSDs in rat calvaria; ii) the horizontal
centrifugation protocol produces platelet aggregates with greater biological potential for bone

regeneration.
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Tables and Figures

Table 1 — Percentual distribution of platelets and leukocytes in all layers (A1-A10) after blood centrifugation to

prepare L-PRF, A-PRF and H-PRF.

PLATELETS (%) LEUKOCYTES (%)
LAYERS L-PRF A-PRF H-PRF L-PRF A-PRF H-PRF
Al 0,55 5,15 16,08 0 0 0
A2 1,58 4,36 28,66 0 0 13,90
A3 0,57 6,71 25,75 0 5,59 13,79
A4 0,45 29,30 16,89 0 13,49 2317
A5 62,58 25,69 2,81 40,16 26,31 16,59
A6 16,27 575 3,54 12,94 7,90 13,25
A7 4,44 5,32 1,64 12,56 14,09 8,84
A8 1,38 5,24 1,19 2,24 18,10 3,77
A9 3,90 4,41 1,61 12,94 5,53 4,52
A10 8,27 8,06 1,82 19,15 8,99 2,15
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Figure 1: Images of the center of the CSD obtained by confocal microscopy. A — Calcein
precipitation (green); B — Alizarin precipitation (red); C — Overlap of images, showing both

fluorochromes.
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Figure 2: Micro-CT of the calvaria. Rendered reconstructions of the Control (A), L-PRF (B),

A-PRF (C), and H-PRF (D) groups calvaria. Pixel size = 15.9um. Means and standard

deviations (SD) of BV (E), BP (F), Th.N (G), Th.Sp (H) and Conn.Dn (1) of groups C, L-PRF,

A-PRF and H-PRF, with the results of comparisons between groups. Different letters indicate

statistically significant differences (p<0.05).
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Figure 3: Images obtained by confocal microscopy showing the overlapping of calcein (green)

and alizarin (red) in the experimental groups. Representative images of the center of the CSD
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(A, C, E, G) and the region close to margins of the original surgical defect (B, D, F, H). Groups:
C (A,B); L-PRF (C,D); A-PRF (E,F); H-PRF (G,H). Arrows represent the margins of the

original surgical defect. Original magnification = 10x.
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Figure 4: Means and standard deviations for calcein and alizarin precipitations for groups C,

L-PRF, A-PRF and H-PRF, with the results of intragroup and intergroup comparisons. *

indicates statistically significant differences (p<0.05).
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Figure 5: Means and standard deviations for ANB for groups C, L-PRF, A-PRF and H-PRF,

with the results of comparisons between groups. Different letters indicate statistically

significant differences (p < 0.05).
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Figure 6: Representative images of histological sections. Groups: C (A, B); L-PRF (C, D); A-
PRF (E, F); H-PRF (G, H). NFB = newly formed bone; unfilled arrow = margins of the original
surgical defect. *Images G, H represent portions distant from the margins of the original
surgical defect. Coloration: Stevenell Blue and Alizarin Red. Original magnification = 10x (A,

C,E, G); 20x (B, D, F, H).



