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Resumo

MOITREL, L. P. S. Comparacéao dos efeitos de agregados plaquetarios produzidos
por protocolos de alta e baixa velocidade de centrifugacéo na cicatrizagdo de defeitos
de tamanho critico em calvdria em ratos: estudo microtomografico e
histomorfométrico. 2021. N° de 133 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

O presente estudo avaliou a cicatrizagdo de defeitos de tamanho critico (DTC) criados em
calvaria de ratos e tratados com agregados plaquetarios produzidos por protocolos de alta
velocidade (Fibrina Rica em Plaguetas e Leucdcitos - L-PRF) e baixa velocidade (Fibrina
Rica em Plaquetas e Leucécitos Avancada - A-PRF) de centrifugacdo. Vinte e quatro
ratos foram divididos em 3 grupos: Controle (C), L-PRF e A-PRF. DTC de 5 mm de
diametro foram criados na calvaria dos animais. Os defeitos do Grupo C foram
preenchidos com coagulo sanguineo somente. Os defeitos dos grupos L-PRF e A-PRF
foram preenchidos com 0,2 ml de L-PRF e A-PRF, respectivamente. Todos 0s animais
foram submetidos a eutanasia aos 35 dias p6s-operatorios. Analises histomorfométricas
e microtomograficas foram realizadas. Os dados foram estatisticamente analisados
(Anova, Tukey, p<0,05). Os grupos L-PRF e A-PRF apresentaram valores de Volume
Osseo e de Area de Osso Neoformado significativamente maiores que aqueles do grupo
C, bem como menores valores de Porosidade Ossea (p<0,05). N&o foram observadas
diferencas significativas entre os grupos A-PRF e L-PRF para esses parametros
analisados. Pode-se concluir que i) L-PRF e A-PRF potencializaram a cicatrizacdo de
DTC em calvéria de ratos; ii) protocolos de alta e baixa velocidade de centrifugacdo ndo
produziram matrizes de agregados plaquetarios com impactos bioldgicos diferentes na

quantidade de neoformacéo 0ssea.

Palavras-Chave: Fibrina rica em plaquetas; Regeneracdo 6ssea; Plaquetas sanguineas.
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Abstract

MOITREL, L. P. S. Comparison of the effects of platelet aggregates produced by high
and low-speed centrifugation protocols on the healing of critical-size defects in rat
calvaria: a microtomographic and histomorphometric study. 2021. N° de 133 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeiréo Preto, 2021.

The current study evaluated the healing of critical-size defects (CSD) created in rat
calvaria treated with platelet aggregates produced by high-speed (Leukocyte- and
Platelet-Rich Fibrin - L-PRF) and low-speed (Advanced Platelet-Rich Fibrin - A-PRF)
protocols of centrifugation. Twenty-four rats were divided into 3 groups: Control (C), L-
PRF, and A-PRF. Five mm diameter CSD were created on the animals' calvaria. The
defects of the L-PRF and A-PRF groups were filled with 0.01 ml of L-PRF and A-PRF,
respectively. The C group defects were filled with a blood clot only. All animals were
euthanized on the 35th postoperative day. Histomorphometric and microtomographic
analysis were then performed. The L-PRF and A-PRF groups had significantly higher
bone volume and neoformed bone area than those of the C group, as well as lower bone
porosity values (p<0.05). No significant differences were observed between A-PRF and
L-PRF groups for the analyzed parameters. It can be concluded that i) L-PRF and A-PRF
potentiated the healing of CSD in rat calvaria; ii) high and low-speed centrifugation
protocols did not produce PRF matrices with different biological impacts on the amount

of bone neoformation.

Keywords: platelet-rich fibrin; blood platelet, bone regeneration, fibrin
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Introducdo| 29

Introducdo e Revisdo de Literatura

1.1. Agregados plaquetarios e cicatrizacdo tecidual - Fibrina Rica em Plaquetas e
Leucdcitos (L-PRF)

A cicatrizagdo tecidual é caracterizada como um processo de quatro fases
sobrepostas que demanda uma interacdo complexa de varios tipos celulares com uma
matriz tridimensional extracelular, assim como fatores de crescimento (FC) capazes de
facilitar a regeneracdo. As plaquetas sdo descritas como componentes-chave das fases
iniciais da cicatrizacdo tecidual, importantes durante a hemostase e na formacdo de
coagulos de fibrina (MIRON; CHOUKROUN, 2017). Imediatamente ap6s uma leséo, as
plaquetas formam um tampéo para a hemostase inicial, que é entdo substituido por um
coagulo de fibrina. Também se forma um nddulo leucocitico, ou seja, chegam células
responsaveis por coordenar uma cobertura antiinfecciosa do local. Uma vez ativadas, as
células presentes no local, como plaquetas, leucécitos polimorfonucleares, macréfagos e
monacitos liberam varias citocinas e promotores de crescimento. O recrutamento dessas
moléculas € acompanhado de um aumento da angiogénese e linfangiogénese, que sao de
grande importancia para a cicatrizagdo tecidual. Além disso, os mediadores inflamatorios
recrutam fibroblastos, induzem proliferacdo, e levam a secrecéo de proteases. Como 0s
processos inflamatdrios sdo inerentes ao ato cirdrgico em si, a adicdo de coagulos
otimizados pode diminuir varios efeitos danosos, principalmente corrigindo certos

excessos destrutivos durante a cicatrizacdo (DOHAN et al., 2006c¢).

O uso de FC derivados do préprio sangue do paciente comecou a ser utilizado em
medicina desde a década de 1970 (ROSS et al., 1974) como uma forma de otimizar a
cicatrizacdo tecidual, especialmente em cicatrizacdo de feridas durante e apds uma
cirurgia. Esse conceito foi depois sedimentado no conhecido “plasma rico em plaquetas”
(PRP), que foi introduzido na Odontologia no fim dos anos 1990 (MARX et al., 1998;
WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997).

Apesar do seu sucesso inicial, 0 PRP apresentava uma série de limitacdes praticas
que contrastavam com seu potencial: seu protocolo era demorado — podia variar de 30

minutos a mais de 1 hora—, 0 que exigia o uso de anticoagulantes, como o citrato de sodio,
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e de ativadores de coagulo, como trombina bovina e/ou cloreto de calcio, que além de
inibirem o processo de cicatrizagdo, podem alterar a integridade de plaquetas e também
h& a possibilidade de provocarem o desenvolvimento de coagulopatias (LANDESBERG;
MOSES; KARPATKIN, 1998; LANDESBERG; ROY; GLICKMAN, 2000). Ainda, 0
PRP requer o uso de centrifugas muito pesadas e kits especificos, o que deixa a técnica
muito cara e impraticavel para uso clinico (DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON;
ALBREKTSSON, 2009). Além das dificuldades técnicas, ap6s o processamento, forma-
se uma matriz pequena e de baixa densidade, com fibrilas de pequeno didametro. Essa rede
tem capacidade de concentracdo de plaquetas, mas ela rapidamente se dissolve, e ndo tem
0 mesmo potencial angiogénico e quimiotatico de uma membrana (DOHAN
EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009; M. DOHAN EHRENFEST;
BIELECKI; JIMBO; et al., 2012). A combinacdo dessas limitacdes forcou buscas por
parte da comunidade cientifica por novas modalidades de regeneracdo. No comec¢o dos
anos 2000, Choukroun introduziu o que ficou conhecido como a segunda geracdo de
agregados plaquetarios, a chamada fibrina rica em plaquetas (PRF) (CHOUKROUN et
al., 2001).

O objetivo principal com esse novo método era simplificar o processo de
preparacdo e minimizar o tempo de processamento, de forma que fosse mais conveniente
para o uso clinico. A eliminacdo de anticoagulantes permitiu que as fungdes celulares se
mantivessem fisioldgicas (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017). A aplicacdo da matriz
de PRF como um “bio-catalisador” na regido afetada poderia acelerar a cicatriza¢ao pelo
fornecimento de células necessérias imediatamente apds o dano tecidual, de forma que
menos recrutamento seja necessario. De fato, esse processo ativa a maior parte das
plaguetas e também a cascata de coagulacdo. O fibrinogénio, inicialmente, concentra-se
na parte superior do tubo, até que a trombina circulante o transforme em fibrina, formando
um coagulo tridimensional de fibrina, rico em plaquetas e uma variedade de leucdcitos,
que ficam concentrados nessa rede. Apds a centrifugacdo, a matriz de PRF concentra 97%
das plaquetas e 50% dos leucécitos presentes no sangue circulante dentro da sua matriz
(DOHAN et al., 2006a; DOHAN EHRENFEST et al., 2010), e a literatura atual vem

tentando aumentar esses numeros através de novos protocolos de centrifugacéo.

Na PRF, o sangue periférico do paciente é coletado em tubos especificos — de
vidro ou pléstico, sem anticoagulantes — e € imediatamente centrifugado por 12 minutos,
a 2700 rotagdes por minuto (rpm) (CHOUKROUN et al., 2001). O sangue comeca a
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coagular quase que imediatamente, devido a existéncia de ativadores de codgulo na
parede do tubo, como a silica. Dessa forma, o sucesso da técnica depende do tempo
decorrido entre a coleta e sua centrifugacdo. Esse tempo deve ser de no maximo 90
segundos, de forma a aproveitar seu maximo potencial e evitar diferencas significativas
na morfologia macroscopica da matriz de fibrina. Caso esse tempo néo seja respeitado, a
matriz formada tera tamanho reduzido (MIRON; DHAM,; et al., 2019), ou sofrera uma
polimerizagdo difusa, o que pode ocasionar a formacdo de um coagulo de sangue sem
consisténcia adequada (DOHAN et al., 2006a). Apds a centrifugacéo, o sangue dentro do
tubo fica dividido em trés camadas distintas: a base de células vermelhas, o liquido
sobrenadante acelular contendo alguns leucdcitos e plasma, e entre esses, um arcabougo
tridimensional de fibrina - a chamada Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) (DOHAN et al.,
20064, b), um coagulo otimizado flexivel, elastico e mecanicamente resistente, podendo
inclusive ser suturado (DOHAN et al., 2006a; ISOBE et al., 2017; MADURANTAKAM,;
YOGANARASIMHA; HASAN, 2015). Essa elasticidade e resisténcia sdo possiveis
devido ao processo de polimerizacdo lenta com concentragdes fisioldgicas de trombina,
resultando em uma matriz com juncdes equilateras entre as fibrilas de fibrina,
particularmente favoraveis a migracéo celular e retencdo de moléculas soltveis (DOHAN
et al., 2006Db).

Com auxilio de um kit especifico para sua utilizacdo (PRF Box® - Process Ltda.,
Nice, Franca) (TOFFLER et al., 2009), esta matriz pode ser comprimida, geralmente
quando é utilizada como membrana; ou assumir um formato cilindrico, para facilitar sua
insercdo em alvéolos de extracao, por exemplo; ou até mesmo ser picotada e misturada a
biomateriais/substitutos 6sseos, de forma a aumentar a sua bioatividade e também sua
capacidade volumétrica. A vantagem na utilizacdo da PRF Box® é a obtencdo de
membranas ou cilindros de espessuras uniformes, que se mantém hidratados por horas,
além da possibilidade de aproveitamento do exsudato coletado ap6s a compressdo da
matriz de PRF. Esse exsudato é rico em proteinas, como a fibronectina e a vitronectina,

podendo ser utilizado para hidratar enxertos e biomateriais (TOFFLER et al., 2009).

De forma a padronizar o sistema de nomenclatura e assim facilitar a compreensao
da comunidade cientifica, um grupo de especialistas categorizou os agregados
plaquetarios em quatro principais grupos, levando em consideracao principalmente sua
concentracdo de leucdcitos e sua arquitetura de fibrina (M. DOHAN EHRENFEST;
BIELECKI; MISHRA,; et al., 2012). A PRF idealizada por Choukroun (CHOUKROUN
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et al., 2001), a partir de entdo, passou a ser denominada Fibrina Rica em Plaquetas e
Leucécitos (L-PRF), devido a sua arquitetura de fibrina resistente e com uma alta
concentracdo de leucdcitos.

A L-PRF passou a ser utilizada clinicamente em varios campos da Odontologia,
especialmente por ser um protocolo facil, curto, pouco invasivo e com resultados
promissores. Algumas das aplicagdes da L-PRF em Odontologia sdo: preenchimento de
alvéolo poés-extragdo (ALZAHRANI; MURRIKY; SHAFIK, 2017; HAUSER et al.,
2013; KUMAR et al., 2015; MOURAO, Carlos Fernando Almeida Barros et al., 2020;
TEMMERMAN et al., 2016), regeneracdo de defeitos periapicais (HIREMATH et al.,
2014; JAYALAKSHMI et al., 2012; JOHNS et al., 2013), levantamento de seio maxilar
(ALI; BAKRY; ABD-ELHAKAM, 2015; KANAYAMA et al., 2016; MAZOR et al.,
2009; SIMONPIERI et al., 2011; TATULLO et al., 2012; ZHANG et al., 2012),
tratamento de perfuracdo de membrana de Schneider (ONCU; KAYMAZ, 2017;
SIMONPIERI et al., 2011), tratamento de defeitos infradsseos (AGARWAL; GUPTA,;
JAIN, 2016; ELGENDY; ABO SHADY, 2015; LEKOVIC et al., 2012; MATHUR et al.,
2015; PANDA; DORAISWAMY; et al., 2016; PANDA; SANKARI; et al., 2016;
SHARMA; PRADEEP, 2011b), tratamento de lesdes de bifurcacdo (KANORIYA et al.,
2017; SHARMA; PRADEEP, 2011a), tratamento de recessdo gengival (EREN; ATILLA,
2014; ONCU, 2017; TUNALI et al., 2015), tratamento com implantes, melhorando sua
estabilidade (ONCU; ALAADDINOGLU, 2015; ONCU; ERBEYOGLU, 2019), e
prevencdo de osteonecrose 0ssea relacionada ao uso de bisfosfonatos (ASAKA et al.,
2017; CANO-DURAN et al., 2017). A L-PRF também é utilizada em Medicina, como,
por exemplo, em cicatrizacdo de Ulceras (SOMANI; RAI, 2017), reparo de tenddo de
Aquiles (SANCHEZ et al., 2007), reparo de manguito rotador (ZUMSTEIN et al., 2014)
e tratamento de perfuracdo de timpano (HABESOGLU et al., 2014).

As propriedades positivas da L-PRF para os processos de regeneracao tecidual
podem ser ainda mais significativas quando esta é associada a enxertos 0sseos e
biomateriais (CHOUKROUN et al., 2006b; ENGLER-PINTO et al., 2019; LEKOVIC et
al., 2012; TATULLO et al., 2012). Quando misturada a enxertos 6sseos, a L-PRF age
como um conector bioldgico, atraindo células-tronco, favorecendo a migracéo de células
osteoprogenitoras para 0 centro do enxerto e estimulando a neoangiogénese
(CHOUKROUN et al., 2006a). Por outro lado, o enxerto 6sseo pode funcionar como um

mantenedor de espago para a formacdo tecidual e para o crescimento do tecido
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mineralizado (LEKOVIC et al., 2012). Além disso, a associacdo da L-PRF a enxertos
0sseos e biomateriais pode reduzir o volume necessario dos mesmos em procedimentos
cirargicos destinados a reconstrucdo 6ssea (CHOUKROUN et al., 2006b), além de
diminuir o tempo de cicatrizacdo (TATULLO et al., 2012). Ainda, os leucdcitos presentes
na L-PRF executam a funcdo de reguladores pelo seu papel na acdo anti-infecciosa e na
regulacdo imune através da secrecdo de citocinas, controlando a habilidade dos
biomateriais em se adaptar ao ambiente no novo hospedeiro (MIRON; CHOUKROUN,
2017).

Além de ser um protocolo de facil utilizacdo clinica, a L-PRF tem destaque por
apresentar trés caracteristicas bioldgicas importantes para regeneragdo tecidual: (1) se
apresenta numa forma de arcabouco tridimensional de fibrina; (2) dentro desse arcabouco,
ficam presas células autélogas, como leucocitos, macrofagos, neutréfilos e plaquetas, que
executam papéis importantes na cicatrizacao; e também (3) serve como reservatorio de
FC naturais que também séo de extrema importancia na regeneracao. A descrigdo dessas
propriedades serd aprofundada nos paragrafos subsequentes.

A fibrina é a forma ativada de uma molécula plasmatica chamada fibrinogénio,
que esta presente tanto no plasma sanguineo quanto nos granulos-a plaquetarios. A fibrina
desempenha um papel primordial na agregacdo plaquetaria durante a hemostase,
formando uma rede que permite a entrada de células e diminui a infiltragdo de tecido
conjuntivo fibroso e, portanto, permite a regeneracdo tecidual (ACAR et al., 2015;
DOHAN et al., 2006a, b). A rede de fibrina formada na centrifugacdo apresenta uma
organizacao tridimensional homogénea, até mais coerente do que coéagulos de fibrina
naturais. Ela é uma rede de fibrina tridimensional e elastica, exercendo uma importante
influéncia na sustentacdo mecanica dos processos de migracdo, proliferacdo e
diferenciacdo de células mesenquimais (CHOUKROUN et al., 2006a; DOHAN et al.,
20064a, b; KANG et al., 2011). Essas caracteristicas fisicas aliadas as suas caracteristicas
bioldgicas levaram Kang et al. (2011) a descreverem esse agregado plaquetario como um
“bioesqueleto inato ideal”. Ademais, a polimerizagdo progressiva formada na auséncia de
anticoagulantes implica em uma incorpora¢do aumentada das citocinas circulantes na
rede de fibrina. Essa configuragéo permite um aumento da meia-vida dessas citocinas, de
forma que elas séo liberadas somente na remodelacéo cicatricial da matriz, ou seja, uma

liberagdo a longo prazo (DOHAN et al., 2006b). As plaquetas ficam presas nessa rede,
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que também contém os FC, que sao liberados gradual e lentamente ao longo do tempo
(HE et al., 2009; KANG et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2016).

Por sua vez, as plaquetas sao responsaveis pela ativacéo e liberacao de FC, fatores
de coagulacdo, moléculas de adesdo, citocinas e fatores de angiogénese, 0 que permite 0
recrutamento e atividade de fibroblastos, leucdcitos, macréfagos e células mesenquimais
indiferenciadas, além de organizar uma série de eventos fisioldgicos complexos que
resultam em reparo tecidual, remodelacdo vascular e regeneracdo tecidual (JENNE;
URRUTIA; KUBES, 2013). Além das plaquetas, os leucécitos também sdo encontrados
na membrana de L-PRF e desempenham um papel importante na cicatrizacao, devido a
sua acdo anti-infecciosa, bem como sua regulacdo imune através da liberacao de citocinas
inflamatorias, como interleucina (IL)-1p, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e
citocinas antiinflamatdrias, como IL-4 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
A presenca dessas citocinas aumenta sua capacidade de defesa contra infeccdes, assim
como aumenta sua capacidade de facilitar o acesso de outras células ao sitio, através da
neovascularizagdo, sendo uma das maiores vantagens da L-PRF sobre o PRP (DOHAN
et al., 2006c).

Estudos clinicos comprovaram o papel da L-PRF na resisténcia contra patdgenos
e na regulagdo imune, inclusive diminuindo drasticamente casos de osteite alveolar em
exodontias de terceiros molares (CANELLAS et al., 2019; ESHGHPOUR et al., 2014;
HOAGLIN; LINES, 2013). Da mesma forma, em um estudo que visava analisar e
comparar a eficacia antimicrobiana dos agregados plaquetarios, a L-PRF apresentou
capacidade de inibicao de patdgenos em amostras de biofilme oral (KARDE et al., 2017).
Em outro estudo, que analisou essa eficacia contra cepas de Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, a L-PRF também apresentou resultados
favoraveis (KOUR et al., 2018).

Além disso, os FC presentes no L-PRF desempenham individualmente um papel
na regeneracdo, estimulando ou inibindo migragdo celular, adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo, inclusive de células endoteliais, levando a angiogénese. Eles estdo
presentes em todos os tecidos, mas 0 sangue serve como reservatério de varios FC e
citocinas que promovem angiogénese e regeneracao para cicatrizacdo tecidual. Alguns
dos FC presentes na L-PRF sdo: fator de transformacéo do crescimento beta (TGF- B),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento endotelial



Introducdo| 35

vascular (VEGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e fator de crescimento
epidérmico (EGF), e cada um desempenha um papel especifico no auxilio a cicatrizacao.
O TGF-B ¢, na verdade, uma superfamilia de 30 isoformas diferentes - TGF-B1, sua
isoforma mais predominante, é importante na cicatrizacdo, participando na inflamacao,
angiogénese, re-epitelizacdo, e cicatrizacdo de tecido conjuntivo. Esse FC é crucial
durante a formacdo Ossea, contribuindo para os precursores dos osteoblastos na
quimiotaxia e mitogénese, e estimulando os osteoblastos na deposi¢do de tecido
mineralizado na matriz de colageno ésseo. Outro FC importante € o PDGF, um regulador
essencial para migracgéo, proliferacéo e sobrevivéncia de células mesenquimais, que pode
induzir estimulacéo e inibigcdo dessas células. Também promove a producdo de colageno
durante a cicatrizagdo. As plaquetas sdo a maior fonte de PDGF, ja que estas ficam
depositadas nos granulos a-plaquetarios. O interessante é que a meia-vida da PDGF é
curta, mas a matriz de L-PRF consegue liberar esse FC de forma lenta e gradual. Um
terceiro FC importante é o VEGF, que atua na angiogénese dos tecidos, estimulando
formacdo de novos vasos sanguineos e, portanto, trazendo nutrientes e aumentando o
fluxo sanguineo no local. Além disso, também tem potentes efeitos na remodelacdo de
tecidos e a sua incorporacdo em biomateriais aumenta nova formacéo dssea. Ja o IGF é
um regulador de proliferacdo e diferenciacdo da maioria das células, e também participa
na regulacdo de morte celular programada (apoptose). Apesar dos IGF serem liberados
na degranulacdo de plaquetas, eles também estdo massivamente presentes na circulacao
sanguinea (DOHAN et al., 2006b; MIRON; CHOUKROUN, 2017).

Essas quatro principais citocinas plaquetérias anteriormente descritas exercem um
papel fundamental nos mecanismos iniciais de cicatrizacdo devido a sua capacidade de
estimular migracdo celular e proliferacdo (particularmente pela PDGF) e induzir
remodelacdo da matriz de fibrina, bem como a secrecdo da matriz de colageno cicatricial
(particularmente pelo TGF-p) (DOHAN et al., 2006b). Essas citocinas, por serem
pequenas moléculas, poderiam se concentrar na parte superior do tubo, devido a
centrifugacdo. Porém, esses FC sdo encontrados dentro da matriz de L-PRF, tendo uma
intima ligacdo dessas moléculas na arquitetura molecular de fibrina (DOHAN et al.,
2006b). Na L-PRF, eles sdo liberados gradativamente ao longo de um periodo de dez dias,
ao contrario do que acontece no PRP, que tem uma liberacao rapida de FC nos primeiros
60 minutos, com declinio logo em seguida. Alem disso, a L-PRF libera quantitativamente

mais FC do que o PRP, devido, provavelmente, a sua maior quantidade de células
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(GHANAATI et al., 2014; KOBAYASHI et al., 2016). Ainda, a liberacdo dos FC na L-
PRF se da de forma controlada e a longo prazo. No estudo de He et al. (2009), os niveis
de TGF-B1 e PDGF-AB aumentaram gradativamente até atingirem seu pico aos 14 dias
e, a partir dai, houve um lento decréscimo subsequente. Em contraste, 0 PRP liberou esses
FC descontroladamente e em um curto periodo, tendo seu pico no dia 1 e entdo
decrescendo rapidamente. Além disso, ap6s os 14 dias decorridos do estudo, a L-PRF
ainda retinha niveis significativamente maiores de FC presos na sua matriz, comparado
com o PRP (HE et al., 2009).

Por fim, é interessante ressaltar que a matriz de L-PRF também abriga
glicosaminoglicanos, como heparina e &cido hialurénico, advindos do sangue e das
plaquetas. Esses glicosaminoglicanos ficam incorporados nos polimeros de fibrina e tém
forte afinidade com pequenos peptideos, como citocinas plaquetéarias, e assim podem

auxiliar na migracdo celular e em processos de cicatrizacdo (DOHAN et al., 2006b).

No estudo de He et al., (2009), o L-PRF foi capaz de aumentar a proliferacéo e
diferenciacéo dos osteoblastos em calvaria de ratos de uma maneira mais longa e forte do
que o PRP. O exsudato da L-PRF coletado no 14° dia estimulou ao maximo os
osteoblastos para proliferacao e diferenciacao, enquanto o exsudato do PRP coletado apds
0 7° dia ndo expressou efeitos positivos. Além disso, a L-PRF também estimulou
fortemente a sintese de mineralizagdo pelos osteoblastos, o0 que pode ser explicado pela
liberacdo de TGF-f1, que aumenta a sintese de colageno, e que teve sua liberagdo maxima
em 14 dias. Por outro lado, o PRP liberou predominantemente PDGF-AB, e isso pode ter
afetado seu efeito limitado na mineralizacdo. O conteudo de fibrinogénio da L-PRF pode

também ter contribuido para a mineralizacdo aumentada (HE et al., 2009).

Em suma, a matriz de L-PRF pode ser considerada um biomaterial natural que
inclui todas as células e citocinas essenciais para uma cicatrizacao ideal. Ela também
favorece a microvascularizacéo do local e é capaz de guiar migracgéo celular epitelial até
sua superficie. De um ponto de vista clinico, esse biomaterial acelera a cicatrizagdo
fisiologica, gracas & presenca dessas moléculas e a sua arquitetura tridimensional
tetramolecular (CHOUKROUN et al., 20064, b).

1.2. Fibrina Rica em Plaquetas Avangada (A-PRF)
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Em algumas analises histoldgicas da L-PRF foi possivel atestar que a maioria das
plaquetas se concentrava na parte inferior da matriz, proximo a base de células vermelhas,
evidenciando que essa parte inferior da matriz é clinicamente mais importante do que a
sua parte superior (DOHAN et al., 2006a). Esse padrédo de distribuicdo seria devido a
velocidade de centrifugacdo alta, que “empurrava” os leucocitos para baixo (GHANAATI
et al., 2014). Nesse contexto, surgiu o conceito de “centrifugagdo de baixa velocidade”,
que reduz a velocidade de centrifugagéo, com o objetivo de uniformizar essa distribuigéo
de plaquetas e leucocitos. Diversos novos protocolos surgiram com esse novo conceito,
dentre eles a Fibrina Rica em Plaguetas Avancada (A-PRF) — uma matriz sélida
semelhante a L-PRF (GHANAATI et al., 2014) — e a Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel
(i-PRF) — que apresenta uma forma liquida (MOURAO et al., 2015).

Na A-PRF, a velocidade de centrifugacdo é reduzida para 1500 rpm (~ 208g) e 0
tempo aumentado para 14 minutos. Isso resulta em uma matriz sélida, que apesar de ser
menor que a L-PRF, apresenta uma distribuicdo mais homogénea de leucécitos por toda
a sua matriz (EL BAGDADI et al.,, 2019; MIRON; XU; et al., 2020). Ainda, séo
encontradas mais plaquetas e granuldcitos neutrofilicos na parte distal da A-PRF, o que
pode influenciar a diferenciacdo dos macrofagos do hospedeiro e também dos macrofagos
da matriz apés a sua implantacdo (GHANAATI et al., 2014). Além disso, apresenta uma
estrutura mais porosa com um espaco interfibroso maior, comparado com a L-PRF, o que
facilita significativamente a penetracdo celular na matriz de fibrina, mostrando uma
vascularizacdo significativamente maior dez dias ap0s sua implantacdo subcutanea em
ratos, comparado com a L-PRF (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017; GHANAATI et
al., 2014; KUBESCH et al., 2019; MIRON; XU; et al., 2020). Por esses motivos, esse
tipo de protocolo de centrifugacédo de baixa velocidade parece ser altamente favoravel na
regeneracdo de tecidos moles e duros, podendo influenciar a cicatrizacdo, integracdo de

biomateriais e osseointegracdo de implantes.

Investigando a reducdo da velocidade de centrifugacdo com a liberacdo de FC,
Kobayashi e cols. investigaram in vitro a liberagdo de FC ao longo do tempo (15 e 60
minutos, 8 horas, 1 dia, 3 e 10 dias) em diferentes protocolos de centrifugagédo: PRP, L-
PRF e A-PRF. Ao longo de 10 dias, as matrizes de PRF mostraram uma liberacéo lenta e
continua dos FC, como PDGF, TGF e VEGF, ao contrario do PRP, que mostrou uma
liberagdo aumentada em tempos iniciais, isto é, em até 8 horas, fazendo desta uma grande

vantagem do protocolo PRF no que diz respeito a biodisponibilidade de FC. Uma
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explicacdo para essa diferenca é a estrutura sélida da PRF, que funciona como um
reservatorio e leva a uma liberacdo gradual e continua dos FC. Comparativamente, a A-
PRF liberou uma quantidade maior de FC ao longo dos dez dias, o que pode representar
uma vantagem clinica (KOBAYASHI et al., 2016). Em outro estudo, os principais FC -
VEGF, TGFB-1 e EGF - foram quantificados em tempos entre 6h e 10 dias para L-PRF,
A-PRF e A-PRF+ (este Gltimo é uma adaptacdo do A-PRF, sendo preparado na mesma
velocidade [1500 rpm], mas por um tempo menor [8 min]). Exceto para VEGF, observou-
se que nao houve diferenca significativa na liberacdo acumulada ao longo dos 10 dias
entre os protocolos de baixa centrifugacdo, mas houve diferenca entre esses e a L-PRF.
J& para VEGF, a maior liberacdo foi em A-PRF+. Além disso, a liberacdo maxima de
VEGF e TGFp-1 ocorreu a partir do sétimo dia, o que mostra uma liberacdo a médio e
longo prazos (EL BAGDADI et al., 2019).

A A-PRF apresenta maior quantidade de neutrofilos presos na sua matriz, células
que facilitam a chegada de macro6fagos a ferida para fazerem fagocitose de remanescentes
inflamatorios. Além disso, os neutréfilos também modulam tanto a resposta imune inata
guanto a adaptativa em uma maneira direta ou indireta pelo crosstalk com linfécitos B e
T. Dessa forma, a distribuicdo dos neutrofilos na matriz de A-PRF pode ser a base para
um melhor funcionamento dos mondcitos e macrofagos e, também, dos linfocitos
transplantados e residentes, podendo influenciar na cicatrizagéo tecidual (GHANAATI
etal., 2014).

Outro estudo corrobora esse fato ao demonstrar que A-PRF e APRF+ apresentam
um aumento nos niveis de mMRNA de alguns FC, como PDGF e TGF, se comparado com
L-PRF e controle. No entanto, a APRF+ demonstrou significativamente maior liberacao
de fatores de crescimento comparado com todos os outros grupos estudados. Esse fato
pode estar correlacionado com o aumento do nimero de leucécitos e de fibroblastos
gengivais, que secretam esses FC. A A-PRF e A-PRF+ foram capazes de produzir um
aumento de 300% na migracao de fibroblastos gengivais, contra 200% do L-PRF. Além
disso, a exposicao das células a A-PRF e a A-PRF+ fez aumentar os niveis de mMRNA de
coldgeno, um dos fatores-chave durante a cicatrizacdo de tecidos duro e mole, o que
demonstra o potencial regenerativo destes protocolos (FUJIOKA-KOBAYASHI et al.,
2017).
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Em estudos in vivo, a A-PRF+ confirmou o potencial regenerativo achado em
trabalhos in vitro anteriores. Em um estudo de preservacao alveolar em cées, ap6s 30 dias,
o alvéolo dentédrio estava densamente preenchido com osso neoformado, além de
apresentar uma intensidade de fluorescéncia muito maior que o grupo controle. Isso indica
uma maior expressdo de osteocalcina e osteopontina no 0sso neoformado, indicando,
entdo, que a A-PRF+ aumenta a atividade osteoblastica no osso alveolar, promovendo
uma maior formacédo déssea (TO et al., 2019). Infelizmente, esse estudo ndo apresentou
uma comparagdo com a L-PRF ou com a A-PRF, o que poderia ter sido interessante, uma
vez que as vantagens da A-PRF+ descritas em estudos in vitro citados anteriormente néo
foram investigadas em modelos in vivo de regeneracdo 6ssea. Em um estudo clinico de
preservacdo alveolar, a A-PRF obteve excelentes resultados, inclusive semelhantes ao
biomaterial ésseo utilizado (enxerto 6sseo mineralizado congelado seco - FDBA), com
as vantagens ja mencionadas de ser um material completamente autégeno (CLARK et al.,
2018).

1. 3. L-PRF ou A-PRF - protocolos personalizados para a indicacéo clinica?

Em vista do conceito de que diferentes protocolos de centrifugacdo produzem
matrizes de PRF com diferentes caracteristicas, podemos considerar que ndo ha um
protocolo Unico para todos os propositos dentro da Odontologia, assim como néo existe
um s6 biomaterial ésseo que seja indicado a todos os procedimentos de enxertia. Assim,
em algumas indicacdes - em reparos de membrana de Schneider, por ex. - pode ser
promissor usar uma matriz de PRF mais densa e longa, como a L-PRF. Em outros casos,
uma matriz com maior nimero de leucécitos e de FC pode ser uma vantagem, como em
tratamento de alvéolos de extracdo, e quando misturado com biomateriais (MIRON;
CHOUKROUN, 2017).

Algumas pesquisas tém investigado se a matriz de PRF mudaria de acordo com as
caracteristicas individuais de cada paciente. Um estudo recente mostrou que o tamanho
da membrana pode variar de acordo com 0 sexo e a idade do paciente. Membranas
coletadas de mulheres foram em geral 17% maiores que as dos homens. Além disso,
pacientes mais idosos também produziram membranas maiores, e isso € especialmente

relevante entre as mulheres mais idosas. Esses resultados podem ser explicados pelo fato
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de mulheres terem um hematdcrito geralmente mais baixo, o que facilita a separacdo do
sangue em camadas na centrifugacdo. Da mesma forma, conforme envelhecemos, a
tendéncia é que a taxa de hematdcrito diminua, facilitando a separagdo e produzindo
membranas maiores (MIRON; DHAM; et al., 2019). Outro estudo evidencia que
individuos mais jovens apresentam um padrdo de rede de fibrina mais denso, o que leva
a um maior aprisionamento de plaquetas e glébulos brancos nessa rede, se comparado a
individuos mais idosos. Considerando esses fatores como chave na cicatrizagdo, pode-se
dizer que a idade é um dos fatores que desempenha um papel significativo na qualidade
da cicatrizacdo almejada (YAJAMANYA et al., 2016).

A L-PRF é uma matriz amplamente estudada ha vinte anos, vastamente
caracterizada, com beneficios em regeneracdo 6ssea comprovados em estudos in vitro,
pré-clinicos e também clinicos. A A-PRF, por outro lado, € obtida por protocolo descrito
mais recentemente. Embora estudos in vitro indiqguem que o protocolo de producéo da A-
PRF pode ser extremamente vantajoso na regeneracdo 0ssea, a literatura carece ainda de
estudos in vivo que comprovem sua efetiva acdo. Além disso, nenhum estudo até o
presente momento avaliou e comparou a cicatriza¢do 6ssea potencializada com L-PRF e
A-PRF.
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Proposigdo

Objetivos Primarios:

O propésito deste estudo foi avaliar a cicatrizacdo de defeitos de tamanho critico

(DTC) criados em calvaria de ratos e tratados com L-PRF ou A-PRF.

Objetivos Secundarios:

1. Determinar a composicao e distribuicdo de plaquetas e leucocitos em sangue de
ratos antes e apds o processo de centrifugacdo para producdo das matrizes de L-PRF e A-
PRF;

2. Determinar nos DTC criados a quantidade de osso neoformado e a
microarquitetura desse tecido 6sseo por meio de analises microtomogréficas, avaliando
(1) volume o6sseo (VO), (2) porosidade 6ssea (PO), (3) numero de trabéculas 6sseas
(Th.N), (4) espacamento entre as trabéculas 6sseas (Th.Sp) e (5) espessura das trabéculas
Osseas (Th.Th);

3. Determinar nos DTC criados a area de osso neoformado (AON) por meio de
analises histomorfométricas, bem como as caracteristicas histopatoldgicas dos tecidos

presentes no interior dos defeitos.
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Material e Métodos

3.1 Calculo do tamanho da amostra

O célculo do tamanho amostral foi realizado pelo programa Graphpad Statemate
2.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O tamanho da amostra ideal para
assegurar poder de 80% na andlise estatistica dos dados obtidos nesta pesquisa foi
calculado considerando-se médias e desvio-padrdo de VO dos grupos experimentais de
um estudo prévio (ENGLER-PINTO et al., 2019) sendo o valor de a ajustado em 0,05.
Dessa forma, chegou-se a um tamanho amostral adequado de 8 animais por grupo

experimental.

3.2 Apreciacéo Etica

A pesquisa foi realizada respeitando-se 0s principios éticos da experimentacéo
animal, bem como as normas para a préatica didatico-cientifica da vivissec¢do dos mesmos
(Lei 11.794/2008), a Declaragdo Universal dos Direitos dos Animais da UNESCO
(Organizacdo das NacGes Unidas para Educacdo, a Ciéncia e a Cultura), as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério e a legislacdo em vigor (Lei
9605/1998). Esta pesquisa foi realizada somente ap0s a apreciacdo e aprovacao pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto (FORP) da Universidade de Sdo Paulo (USP) (protocolo n° 2019.1.752.58.4).

3.3 Modelo experimental

No presente estudo, foram utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
com idade de 14 semanas (3,5 meses), pesando entre 350 g e 450 g (Biotério da FORP-
USP, Ribeirdo Preto, SP). Os ratos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos
experimentais (n=8): Controle, Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos (L-PRF) e Fibrina
Rica em Plaquetas Avangada (A-PRF). Todos os animais foram mantidos em ambiente
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com ciclo de 12 horas de luz por dia e temperatura entre 22 e 24°C. Durante todo 0
experimento, 0s animais consumiram racdo sélida selecionada e agua ad libitum. Ao
longo de todas as etapas, os investigadores (operadores, avaliadores de resultados e
bioestatistica) foram calibrados e todos desconheciam o0s grupos experimentais do

presente estudo.

3.4 Anestesia

Para realizacdo dos procedimentos experimentais (coleta de sangue para o preparo
da PRF e criacdo dos DTC), os animais foram induzidos inicialmente em camara com
Isoflurano a 4% (Instituto Biochimico Ind. Farm. Ltda, Itatiaia, RJ, Brasil) e mantidos em
anestesia inalatéria por mascara com 0 mesmo anestésico a concentracdo de 1,5 - 3%.
Apos inducio anestésica, foi administrado Sulfato de Morfina (Dimorf, Cristalia® Prod.
Quim. Farm. Ltda., Itapira, SP, Brasil; 8 mg/kg) e penicilina G-benzatina (Pentabidtico
Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Animal Health®, Campinas, SP, Brasil; 24.000
UI/Kg) por via intramuscular. Foi também administrada injecao subcutanea de Flunixin

Meglumina (Aplonal 1%, Kénig®, Buenos Aires, Argentina; 2 mg/kg).

3.5 Coleta de sangue para preparo dos agregados plaquetarios

Antes da criacdo do DTC e logo apds a anestesia, 0s animais dos grupos L-PRF e
A-PRF foram submetidos a puncédo cardiaca para coleta de sangue. Foram coletados 3
mL de sangue de cada animal — quantidade considerada adequada para producdo de
membrana de PRF (GHANAATI et al., 2018) — usando uma seringa descartavel de 5 mL
(Descarpack®, Sdo Paulo, Brasil). O sangue retirado foi rapidamente transferido para um
tubo de 5 mL a vécuo, de plastico e revestido por silica (BD Vacutainer®, Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) e imediatamente processado para
preparo da L-PRF ou A-PRF. Foram injetados no dorso de cada animal, subcutaneamente,
5 mL de soro fisiologico (JP Industria Farmacéutica, Ribeirdo Preto, Brasil). Os animais
do Grupo Controle também foram submetidos & pungéo cardiaca e coleta de sangue a fim

de se padronizar as condigdes experimentais vivenciadas por todos os animais.
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3.5.1 Preparo da L-PRF

O preparo da L-PRF foi feito de acordo com uma adaptacdo do protocolo de
Choukroun et al. (CHOUKROUN et al., 2001). O sangue coletado foi centrifugado a 2700
rotaces por minuto (rpm) por 12 minutos (forca centrifuga relativa maxima no tubo-
RCF-max = 701G) na centrifuga Intra-Spin™ (33° de angulagdo do rotor, 55 mm de raio
na altura do coagulo, 86 mm de raio maximo, Intra-Lock® International, Inc, Boca Raton,
FL, USA). Apds esse procedimento, foi possivel observar trés diferentes camadas: uma
mais superficial, correspondente ao plasma acelular; uma faixa inferior, correspondente
as celulas da série vermelha do sangue; e uma intermediaria, correspondente a L-PRF. O
codgulo de L-PRF foi, entdo, coletado com instrumentais e kits especificos (Tissue
Regeneration Kit and Xpression™ Box, Intra-Lock® International, Inc, Boca Raton, FL,

USA\) para aplicacdo no DTC dos animais no grupo L-PRF (Figura 1).

3.5.2 Preparo da A-PRF

O preparo da A-PRF também foi realizado de acordo com uma adaptagdo do
protocolo de Choukroun et al. (CHOUKROUN et al., 2001), similar ao protocolo da L-
PRF, a excecdo da velocidade e tempo da centrifugacao, que nessa técnica é de 1500 rpm
durante 14 minutos (RCF-max = 216G). O coagulo de A-PRF foi também coletado
através de uma pinga com instrumentais e Kits especificos (Tissue Regeneration Kit and

Xpression™ Box, Intra-Lock® International, Inc.) (Figura 1).



Material e Métodos |47

Figura 1 — Fotografias representando o preparo das matrizes de PRF. A — Coleta de sangue usando técnica de pungdo
cardiaca; B — Inser¢do do tubo com sangue coletado na centrifuga; C — Tubo apds centrifugagdo — sangue separado
em camadas; D — Pingamento da matriz de PRF; E — Separacdo da matriz de PRF da faixa rica em células vermelhas
com auxilio de uma tesoura; F — Matriz de agregado plaquetdrio removida do tubo. Todos os procedimentos sGo
idénticos para ambos os grupos A-PRF e L-PRF, exceto o protocolo de centrifugagdo.

3.6 Caracterizacao das matrizes de L-PRF e A-PRF

Uma adaptacao do estudo de Miron et al. (2019) foi realizada com objetivo de
investigar a localizacdo precisa de plaquetas e leucdcitos apos centrifugacdo do sangue
de ratos para preparo de L-PRF e A-PRF. Foi realizada coleta de 4 mL de sangue em
animais que ndo foram utilizados nos grupos experimentais deste estudo em tubos
contendo solugédo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 5% como anticoagulante.

Em seguida, foi realizada uma pipetagem de 500uL dessa amostra inicial, que foi
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considerada controle (A0). Apds centrifugacdo do sangue coletado, seguindo o0s
protocolos para preparo de L-PRF e A-PRF (conforme descrito anteriormente), foram
pipetadas porcOes sequenciais do sangue centrifugado, em intervalos de 350pL,
totalizando 10 amostras por tubo (desde a camada mais superficial até o fundo do tubo -
A1/A10). Estas amostras foram armazenadas em tubos eppendorf e encaminhadas para
andlise hematoldgica (Figura 2). Foram calculadas a quantidade de plaquetas e leucdcitos.
Os dados foram agrupados como médias, desvios-padrao e proporcoes para descri¢do dos

resultados.
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Figura 2 - Caracterizagcdo das matrizes de agregados plaquetdrios produzidas em protocolos de alta e baixa velocidade
de centrifugagdo. A — Pipetagem de 500 uL do sangue ndo centrifugado (AO) e de camadas sequenciais com intervalos
de 350 ul a partir do sangue centrifugado (A1-A10). B — Amostras armazenadas em tubos eppendorf para andlise
hematoldgica. As setas pretas representam a camada de buffy coat.
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3.7 Criagéo dos DTC

Ap0s a tricotomia com lamina de barbear e antissepsia com iodo na parte dorsal
do créanio de cada animal, foi feita uma incisdo semilunar na calvéria com lamina de
bisturi 15C e um retalho de espessura total foi rebatido em direcdo posterior. Um DTC
circular de 5 mm de didmetro foi criado no osso parietal direito de cada animal com uma
broca trefina (Broca Trefina 5 mm, Neodent®, Curitiba, PR, Brasil) acoplada em um
contra-angulo em baixa rotacdo, sob irrigacdo abundante com solucdo salina estéril.
Como a calota craniana de ratos adultos é pouco espessa, todo cuidado foi tomado para
que a dura-mater cerebral ndo fosse atingida durante a craniotomia. O segmento dsseo,
de espessura total no osso parietal, foi removido delicadamente com uso de uma espatula
Hollemback (esculpidor Hollemback #3SS, SSWHITE®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),

mantendo-se a integridade da dura-mater e do encéfalo (Figura 3).
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Figura 3 — Criagdo do DTC. A — Incisdo semilunar na calvdria do animal; B — Retalho de espessura total; C— Criagdo do
defeito 6sseo com broca trefina de 5 mm de diGmetro; D — Corte do defeito dsseo finalizado,; E—segmento dsseo sendo
removido; F — Defeito dsseo finalizado e dura-mdter integra.

Com auxilio de uma sonda periodontal milimetrada (sonda milimetrada Carolina
do Norte #15 ponta Unica, Hu-Friedy®, Chicago, IL, EUA), duas marcagdes circulares
foram feitas 2 mm anterior e outra 2 mm posterior &s margens do defeito cirurgico. As
marcacGes foram feitas com uma broca diamantada (ponta diamantada #1014, KG
Sorensen®, Cotia, SP, Brasil) em peca de méo de alta rotagdo, sob irrigacdo continua com
solucdo salina estéril e aspiracdo. Posteriormente, essas marcacOes foram preenchidas
com amalgama (Amalgam gs-80, SDI Limited, Bayswater, Australia), com auxilio de um
sugador de alta poténcia, de forma a evitar o extravasamento do material para dentro do
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DTC. Estas marcacGes sdo Uteis para a identificacdo do centro do defeito cirdrgico

original durante o processamento laboratorial histomorfométrico (Figura 4).
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Figura 4 — Marcagbes de amdlgama. A — Criagéo da marcagdo com broca diamantada esférica; B — Marcagdes
posicionadas a 2 mm da margem do DTC, tangenciando sua linha média. C — Marcagdes de amdlgama finalizadas.

No Grupo C, o defeito cirdrgico foi preenchido apenas com codgulo sanguineo.
Nos Grupos L-PRF e A-PRF, foi preenchido com L-PRF e A-PRF, respectivamente. As
membranas obtidas ap6s compressdo foram divididas aproximadamente ao meio com
auxilio de uma tesoura cirdrgica. Para preencher o defeito, foi utilizada a metade mais
proxima das células vermelhas, por ser a parte com maior quantidade de FC, plaquetas e
leucdcitos (MIRON; CHAL; et al., 2019, 2020), e esta foi picotada com auxilio de tesoura

cirargica para melhor se adaptar ao leito cirurgico.

Os volumes de L-PRF e A-PRF foram padronizados para todos os animais:
utilizando uma seringa de 1 mL adaptada, foram mensurados 0,01 mL de L-PRF ou A-
PRF (dependendo do grupo) para aplicacdo nos DTC criados (Figura 5). Com auxilio de
um calcador, os pedagos de membrana foram aplicados de forma a preencher todo o DTC,

e a outra metade da membrana foi utilizada para cobrir o defeito e impedir o
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extravasamento do material. Em seguida, os tecidos moles foram reposicionados e
suturados em ponto simples com fio de sutura seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson,
Nova Jersey, EUA) para se obter um fechamento primério da ferida (Figura 6).

No pds operatdrio, os animais receberam cloridrato de tramadol 20mg/Kg
(Cronidor 2%, Agener Unido®, Apucarana, PR, Brasil) e flunixin meglumina 2mg/kg
(Aplonal 1%, Konig®, Buenos Aires, Argentina) a cada 12 horas durante dois dias, via

intramuscular.

Figura 5 — Produgdo das membranas de agregados plaquetdrios para preenchimento dos defeitos dsseos. A — Matriz
de agregado plaquetdrio em dispositivo compressor; B — Matriz de agregado plaquetdrio apds alguns minutos de
compress@o; C e D — SecgGo da membrana de agregado plaquetdrio produzida; E — Parte da membrana contendo
porgdo proxima a camada de células vermelhas sendo picotada; F — Seringa adaptada para padronizagéo do volume
de agregado plaquetdrio a ser utilizado no preenchimento dos defeitos dsseos.



Material e Métodos | 53

Figura 6 — Colocagdo das membranas de agregados plaquetdrios nos defeitos dsseos. A — Volume padronizado de
agregado plaquetdrio sendo levado ao defeito 6sseo; B— Acomodagdo do agregado plaquetdrio no defeito dsseo; C—
Defeito dsseo preenchido com agregado plaquetdrio picotado e na forma de membrana; D — Sutura do retalho total
com pontos interrompidos simples.

3.8 Eutanasia

Todos os animais foram submetidos a eutanasia 35 dias ap0s a cirurgia. A
eutanasia foi realizada pela administracdo de Ketamina 10% (80mg/kg) e Xilazina 2%
(10mg/kg) para anestesia, com posterior finalizagdo em camara de CO2 com fluxo
controlado. A area do defeito cirargico original e dos tecidos circunjacentes na calvaria
dos animais foram removidos em bloco com disco diamantado e depositados em frascos
com formaldeido 10% para fixacdo por 24 horas. Em seguida, foram lavados em agua
corrente por mais 24 horas, €, entdo, identificados e armazenados em cassetes dentro de
frascos com &lcool 70°.
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3.9 Analise com microtomografia computadorizada por transmissdo de raios X (micro-
CT)

Espécimes ndo-desmineralizados das calvarias foram analisados por um sistema
de micro-CT cone-beam SkyScan 1172 (SkyScan N.V., Kontich, Bélgica), gerando
imagens em trés dimensdes (3D). Para a aquisi¢ao das imagens, adotou-se uma resolucao
espacial de 10um e o gerador de raio-x operou com um potencial de aceleracdo 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 posicao padrdo para analise e, entdo, foi
determinada uma regido de interesse (ROI) de 5 mm de didmetro e um volume de
interesse (VOI) de 0,5x5x5 mm.

Para avaliacdo do tecido 6sseo trabecular em cada VOlI, foi utilizada uma escala
de cinza (0-255), adotando-se o intervalo (threshold) entre 80 (minimo) e 170 (maximo)

de forma que somente o tecido 6sseo trabecular presente na calvaria ficasse demarcado.

Utilizando o software CT-Analyzer® v.1.13.5.1+ (Bruker Corporation, Billerica,
MA, EUA), os seguintes parametros estruturais foram avaliados em cada VOI por um

examinador calibrado (L.M.P.S):
(1) Volume 6sseo (VO) — percentual do VOI preenchido por tecido 6sseo;

(2) Porosidade (PO) — percentual de porosidade presente no tecido 0Osseo

determinado no VOI;

(3) Numero de trabéculas (Th.N) —nimero (mm-1) de trabéculas dsseas presentes
no VOI;

(4) Espacamento entre as trabéculas (Th.Sp) — total de espagos (mm) entre as

trabéculas 6sseas presentes no VOI;

(5) Espessura das trabéculas (Th.Th) — espessura (mm) médias das trabéculas

0sseas presentes no VOI.

ReconstrucGes renderizadas das sec¢Ges microtomograficas das calvarias foram

também obtidas.
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3.10 Analise Histomorfométrica

As pecas fixadas em formol e armazenadas em &lcool 70° foram descalcificadas
em solucdo de EDTA a 4%. Apo6s descalcificacdo, cada peca foi dividida
longitudinalmente em dois blocos, exatamente ao longo do centro do defeito cirdrgico
original, usando-se as marcagdes de amalgama como referéncia (Figura 7A). Cada uma
dessas marcag0es foi feita a 2 mm da margem do defeito cirdrgico. Cortes transversais
foram, entdo, realizados tangenciando cada uma das duas marcagdes de amalgama
(Figura 7B). Dessa forma, foi possivel determinar os limites do defeito cirurgico e cada
uma das pecas ficou com tamanho de 9 mm na direcdo longitudinal. Apds um periodo
adicional de descalcificagdo, as pecgas foram, entdo, processadas e incluidas em parafina.
Foram realizados cortes seriados longitudinais com 4 um de espessura, iniciados a partir
do centro do defeito cirargico original. Dois cortes de cada animal foram corados pela
técnica de Hematoxilina e Eosina para analises com microscopia de luz. Em cada corte

foram analisadas as caracteristicas histopatoldgicas do tecido 6sseo neoformado.

Figura 7 — Representagdo esquemdtica da redugdo dos espécimes de calvdria. A — Corte longitudinal (linha tracejada
em vermelho) de cada espécime em dois blocos, exatamente ao longo do centro do defeito cirtrgico original, usando-
se as marcagbes de amdlgama como referéncia. B — Corte transversal (linha tracejada em verde), tangenciando as
marcagbes de amdlgama. C - Bloco com 9 mm de extensdo longitudinal pronto para ser incluido em parafina.

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
(LAS EZ verséo 4.1.0, Leica Mycrosystems GmbH, Wetzlar, Heidelberg, Alemanha). Foi
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selecionado 1 corte histoldgico da area central do defeito cirurgico de cada especime.
Cada corte histologico foi fotografado por um microscopio trinocular para campo claro e
fluorescéncia (modelo DMLB, Leica Mycrosystems GmbH, Wetzlar, Heidelberg,
Alemanha) com objetiva de 1,6x acoplado a uma camera (DFC300FX, Leica
Mycrosystems GmbH, Wetzlar, Heidelberg, Alemanha). 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 8). 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 andlise histopatolégica foi realizada por observacdo dos cortes histologicos
selecionados, utilizando 0 mesmo microscépio, com objetivas de 10x e 20x acopladas a

mesma camera utilizadas na andlise histométrica.
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Figura 8 — Imagens capturadas de cortes histolégicos para ilustracdo da Andlise Histométrica. A - A Area Total (AT) é
delimitada pela linha azul e corresponde a drea da calvdria onde o defeito cirurgico foi originalmente criado. A altura
da AT (X) é representada pela média aritmética simples obtida a partir das alturas das bordas ésseas remanescentes
anterior (CD) e posterior (CE) ao defeito criado. A largura da AT é de 5 mm, correspondente a largura do defeito
original. Aumento = 1,6x. B - aproximacdo do retdngulo AT representado em A. A Area de Osso Neoformado (AON) foi
calculada como o percentual de osso neoformado (circulado em preto) em relagéo a AT.

3.11 Variaveis de resultado

Foi definida como variavel priméria deste estudo as diferengas entre os grupos
obtidas na analise microtomografica (VO). Os demais parametros microtomograficos de
microarquitetura 0ssea e histomorfométricos foram definidos como varidveis

secundarias.
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3.12 Andlise estatistica

As andlises 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-padrdo. A distribuicdo dos dados foi
verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Todas as avaliagbes microtomograficas e
histomorfométricas foram realizadas por examinadores calibrados. Para calibracdo dos
examinadores, um terco da amostra foi avaliada em dois periodos de tempo com um
intervalo de 48 horas. O coeficiente de correlagdo intraclasse (CClI) foi utilizado para
determinar a reprodutibilidade dos examinadores nas duas avaliagcbes realizadas
considerando valores de VO e AON. Valores de CCl maiores que 90% foram

considerados para assegurar a calibracdo dos examinadores.

A significancia das diferencas entre 0s grupos para as variaveis microtomograficas
e histométricas foi determinada pela anélise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste

post-hoc de Tukey.
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Resultados

4.1 Animais

Os animais se mantiveram saudaveis ao longo de todo periodo experimental, sem
mudangas de comportamento ou perda significativa de peso. Nao houve sinais de infeccdo

apos a intervencao.

4.2 Caracterizacao das matrizes de PRF

Os graficos com os resultados de numero e distribuicdo de leucocitos e de
plaquetas estdo representados nas Figuras 9 e 10, respectivamente. O nimero de
leucdcitos (Figura 9A) na L-PRF estava mais concentrado na camada 5, que representa a
porcdo de buffy coat. Aproximadamente 40% dos leucécitos do tubo estavam
concentrados nessa camada (Figura 10A), a qual apresentava quantidade de leucécitos 5
vezes maior do que aquela observada na amostra controle (AO). N&o foram observados
leucdcitos nas quatro primeiras camadas. Por outro lado, na A-PRF, os leucdcitos ficaram
mais homogeneamente distribuidos pelo tubo, ainda que mais concentrados na camada
de buffy coat. Em relacéo a amostra controle (AQ), houve uma concentracdo 3 vezes maior
de leucocitos na camada 5, e duas vezes maior na camada 8. Ndo foram encontrados

leucdcitos nas duas primeiras camadas do tubo.

Em relac&o as plaquetas (Figura 9B), na L-PRF ficaram concentradas na camada
5, havendo um aumento de oito vezes em relacdo a amostra controle. Isso significa que
aproximadamente 60% do total de plaquetas do tubo estava concentrado nessa camada
(Figura 10B). Diferentemente dos leucdcitos, foram encontradas plaquetas por todo o
tubo, ainda que em numero bem reduzido nas quatro camadas iniciais e nas quatro
camadas finais. Na A-PRF, as plaquetas se encontraram distribuidas por todo o tubo,
ainda que concentradas nas camadas 4 e 5. Na L-PRF, o numero de plaquetas era 2 vezes
menor na camada de buffy coat (A5) comparativamente a A-PRF. Por outro lado, na A-
PRF houve um numero 70 vezes maior de plaquetas na camada A4 em relagéo a L-PRF.
Juntas, a quarta e quinta camadas abrigaram 55% do total de plaquetas do tubo de A-PRF.
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Foram encontradas plaquetas por todo o tubo, em nimero expressivamente maior em
relagdo as mesmas camadas na L-PRF, o que indica uma distribuicdo mais homogénea
das plaquetas pelo tubo na A-PRF.
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Figura 9 — Numero de Leucdcitos (A) e Plaquetas (B) na amostra de sangue ndo centrifugado (amostra controle - AO)
e apds centrifugagdo (camadas A1 a A10). A5 = amostra correspondente a camada de buffy coat.
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Figura 10 — Grdficos representando a distribui¢do percentual de Leucdcitos (A) e Plaquetas (B) em todas as camadas
(A1-A10) apds centrifugagdo do sangue para preparo de L-PRF e A-PRF. A5 = amostra correspondente a camada de
buffy coat.
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4.3 Analise microtomograéfica

Na Figura 11, podem ser visualizadas as reconstrucées renderizadas das calvarias.

O grupo L-PRF apresentou valores de VO (p<0,05), Tb.N (p<0,05) e Tb.Th
(p<0,05) significativamente maiores que aqueles do grupo C, bem como valores
significativamente menores de PO (p<0,05). N&o houve diferenca estatisticamente
significante para a variavel Th.Sp (p>0,05). O grupo A-PRF também apresentou valores
de VO (p<0,05), Th.N (p<0,01) e Th.Th (p<0,05) significativamente maiores que aqueles
do grupo C, bem como valores significativamente menores de PO (p<0,05) e Th.Sp
(p<0,05). N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos A-PRF e L-
PRF para todos os parametros microtomograficos avaliados (p>0,05). Os graficos das

variaveis estudadas estdo representados na Figura 12.

Figura 11 — ReconstrugGes renderizadas das calvdrias dos grupos Controle (A), L-PRF (B) e A-PRF (C). Tamanho do pixel
=15,9um. O circulo azul representa os limites do DTC.
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Figura 12 — Grdficos representando medianas, intervalo interquartil e valores minimos e mdximos de VO, PO, Tb.N,
Tb.Sp e Tb.Th na andlise microtomogrdfica. Nota: Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos

para cada varidvel analisada (p < .05).
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4.4 Andlise histomorfométrica

4.4.1 Anélise histométrica

As médias e desvios-padrdo de AT e AON, bem como o resultado das
comparacg0es intergrupos, estdo representadas na Figura 13. Os Grupos L-PRF e A-PRF
apresentaram valores de AON significativamente maiores do que os valores do Grupo C
(p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Apesar de os valores de AON serem superiores na
A-PRF, ndo foi observada diferenca significativa entre os Grupos L-PRF e A-PRF
(p>0,05). Na andlise dos valores de AT, ndo foi observada diferenca significativa entre
0s grupos (p>0,05), o que demonstra a fidelidade da metodologia utilizada para
delimitacdo histologica da area do defeito cirdrgico originalmente criado.
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Figura 13 —Médias e desvios-padrdo para AT (1) e AON (2) para os grupos C, L-PRF e A-PRF, com os resultados das
comparagdes entre os grupos. * indica diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p < 0,05).

4.4.2 Andlise histopatoldgica

Grupo Controle

Praticamente toda a extensdo do defeito cirlrgico estava ocupada por tecido

conjuntivo composto por fibras coldgenas orientadas paralelamente a superficie da ferida
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(Figura 14A). Em todos os espécimes, a espessura deste tecido conjuntivo era bem
inferior a do tecido 6sseo original da calota. Observou-se pequena quantidade de tecido
6sseo neoformado junto as margens do defeito cirdrgico, exibindo pequeno nimero de
osteoblastos em suas bordas (Figura 15A, B). O infiltrado inflamatério geralmente era

leve, e encontrava-se distribuido ao longo do defeito.

Grupo L-PRF

A maioria dos espécimes do Grupo L-PRF apresentou maior quantidade de tecido
0sseo neoformado junto as margens do defeito cirdrgico quando comparados aos
espécimes do Grupo C (Figura 14B). Em alguns espécimes, também se observou
neoformacéo dssea ao longo do defeito, formando ilhotas (Figura 15B, C), assim como
zonas de matriz ostedide. O tecido 6sseo neoformado exibia pequeno numero de
osteoblastos em suas bordas. O tecido conjuntivo, sem diferenciacdo dssea, 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.

Observou-se significativa presenca de vasos sanguineos ao longo de toda sua extensao.

Grupo A-PRF

A maioria dos espécimes do Grupo A-PRF apresentou maior quantidade de tecido
0sseo neoformado junto as margens do defeito cirdrgico quando comparados aos
espécimes do Grupo C e do Grupo L-PRF (Figura 14C e 15E, F). O tecido dsseo
neoformado exibia pequeno nimero de osteoblastos em suas bordas. Alguns espécimes
também apresentaram zonas de matriz ostedide ao longo do defeito. O tecido conjuntivo,
sem diferenciacdo dssea, 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. Observou-se significativa presenca de

vasos sanguineos ao longo de toda a extensdo do defeito dsseo.
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Figura 14 — Imagem panordmica dos cortes histoldgicos. A — Grupo controle; B — Grupo L-PRF; C — Grupo A-PRF.
Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento original: 1.6x.
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Figura 15 — Imagens representativas de cortes histoldgicos; Grupos C (A, B); L-PRF (C, D); A-PRF (E, F). ON = osso
neoformado; cabega de seta preenchida em cor preta = vasos sanguineos; seta ndo preenchida = matriz ostedide; seta
preenchida em cor preta = margens do defeito cirtirgico original; *As imagens C, D e F representam porgbes distantes
das margens do defeito cirurgico. Coloragdo: Hematoxicilina e Eosina. Aumento original: 10x (A, C, E); 20x (B, D, F).
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Discussao

A fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) € um biomaterial aut6logo,
minimamente invasivo e aplicavel clinicamente, além de ter resultados relevantes em
neoformacdo Ossea, sendo assim, um biomaterial importante quando se trata de
regeneracdo 6ssea (ACAR et al., 2015; HE et al., 2009; KANG et al., 2011; KUMAR et
al., 2015; LEE et al., 2012; MIRON et al., 2017; PADILHA et al., 2018). A PRF de
centrifugacdo lenta, ou PRF avancada (A-PRF) também tem mostrado resultados
promissores na literatura in vitro (EL BAGDADI et al., 2019; FUJIIOKA-KOBAYASHI
etal., 2017; KOBAYASHI et al., 2016; MIRON; XU; et al., 2020). O presente estudo é
0 primeiro a comparar os efeitos da A-PRF e L-PRF na neoformacéo 6ssea em DTC
criados em ratos. No presente estudo, tanto a L-PRF quanto a A-PRF mostraram-se
alternativas terapéuticas promissoras na regeneracdo 6ssea de DTC criados em calvéaria
de ratos saudaveis. Ambas potencializaram a neoformacdo éssea dos defeitos cirirgicos

e aumentaram a qualidade do osso neoformado, tornando-o0 mais denso.

No presente estudo, foi utilizado um modelo experimental capaz de garantir um
bom preparo das matrizes de L-PRF e A-PRF, bem como um local de teste capaz de
evidenciar seu real potencial na neoformacdo 6ssea. No que se refere ao protocolo de
coleta de sangue, é possivel coletar até 15% do volume total do sangue de um rato sem
causar sofrimento ao animal (HARKNESS; WAGNER, 2010; HOFF, 2000).
Considerando que o volume sanguineo total de um roedor equivale a 6 a 8% de seu peso,
e que a média de peso dos animais do presente estudo foi 403g (dados ndo mostrados), a
coleta de 3 mL de sangue dos animais estava dentro dos limites fisioldgicos aceitaveis. A
coleta sanguinea em ratos pode ser obtida de diversos locais anatbmicos, como das veias
da cauda, femoral e jugular. Esse procedimento € considerado seguro para 0s ratos com
recuperacdo relativamente rapida (HOFF, 2000). No entanto, esses locais ndo permitem
coleta de quantidade suficiente de sangue em tempo habil para a técnica de PRF, uma vez
que o tempo entre a coleta e a centrifugacdo deve ser de no méaximo 90 segundos, sob o
risco de comprometer a qualidade da membrana (MIRON; DHAM; et al., 2019). A
preocupacdo com a rapidez da coleta também tem como objetivo evitar a coagulacdo
precoce no tubo, uma vez que esta técnica ndo usa anticoagulantes (DOHAN
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EHRENFEST et al., 2010; MIRON; DHAM; et al., 2019). A técnica de puncéo cardiaca,
utilizada no presente estudo, por sua vez, possibilitou a coleta de uma quantidade
significativa de sangue em um tempo satisfatorio. Dessa forma, foi possivel, inclusive, o
preparo e a avaliacdo de membranas autdgenas de agregados plaquetarios, a semelhanca
do protocolo clinico utilizado em humanos, uma vez que 0 uso de sangue de animais
doadores ou de outra espécie animal poderia desencadear reagcdes imunoldgicas e
possiveis vieses nos resultados obtidos (GHANAATI et al., 2018).

Ainda considerando o modelo experimental desse estudo, € importante salientar
que a influéncia dos diferentes protocolos de PRF na cicatrizacdo ¢ssea foi avaliada em
defeitos de tamanho critico. Os DTC séo considerados ideais para avalia¢do da influéncia
de um material na cicatrizacdo 6ssea, pois um fechamento completo da ferida somente é
possivel através de um material osteocondutor, osteogénico e osteoindutor (BOSCH;
MELSEN; VANGERVIK, 1998). Confirmou-se o carater critico do defeito neste estudo
pela discreta formacao dssea, limitada as margens do defeito, em todos os espécimes do
grupo controle, e fechamento incompleto dos defeitos. Uma vez que os defeitos 6sseos
dos grupos L-PRF e A-PRF foram preenchidos somente com L-PRF e A-PRF,
respectivamente, e que DTC foram usados, pode-se concluir que o aumento significativo
da neoformacdo 6ssea observado nesses grupos foi devido as propriedades bioldgicas
desses biomateriais. Possivelmente, esse aumento da neoformacao éssea ocorreu devido
a apresentacdo imediata de células necessarias a cicatrizacdo, como plaquetas e
neutréfilos, além do fornecimento de FC naturais que sdo de extrema importancia na
regeneracdo 6ssea (CHOUKROUN et al., 2006a; DOHAN et al., 2006a; DOHAN
EHRENFEST et al., 2010; KANG et al., 2011). Estudos prévios ja demonstraram que 0
uso de L-PRF pode potencializar a cicatrizacdo de DTC em calvarias de coelhos saudaveis
(ACAR et al., 2015; PRIPATNANONT et al., 2013), em DTC de ratos saudaveis
(SINDEL et al., 2017) e também em DTC de ratos com osteoporose (ENGLER-PINTO
et al., 2019). E importante ressaltar que a estrutura de PRF age como um bioesqueleto
natural e pode diminuir a infiltracdo de tecido conjuntivo fibroso. Neste estudo, apds
preenchimento do DTC dos grupos L-PRF e A-PRF com matrizes picotadas, matrizes
intactas de PRF foram colocadas sobre os defeitos criados, a fim de evitar o deslocamento
do material colocado no interior do defeito, uma vez que nenhuma membrana para
regeneracdo 0ssea guiada (ROG) foi utilizada. Cabe aqui enfatizar que as matrizes de

PRF ndo possuem a capacidade de manter espacos por tempo suficiente e impedir a
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invaginacao de células do epitélio e do tecido conjuntivo para o interior de defeitos agindo
como uma verdadeira barreira para a ROG devido a sua rapida degradacdo (ISOBE et al.,
2017; KAWASE et al., 2015).

No presente estudo, verificou-se uma concentracdo maior tanto de leucdécitos
quanto de plaquetas na camada de buffy coat do tubo de L-PRF, enquanto houve uma
maior distribuicdo dessas células ao longo do tubo de A-PRF, o que corrobora os achados
de estudos prévios que caracterizaram matrizes de PRF produzidas de acordo com o
protocolo de baixas velocidades de centrifugacdo (EL BAGDADI et al., 2019; MIRON;
CHALI; et al., 2019; SATO et al., 2020). Entédo, no presente estudo, as matrizes de L-PRF
e A-PRF apresentaram quantidades e distribuicdo de células diferentes, seguindo os
padrdes observados em matrizes produzidas com esses protocolos a partir de sangue
humano. Embora os niveis de fatores de crescimento presentes em ambas as matrizes nao
tenham sido avaliados, pode-se inferir que diferencas entre elas neste quesito devem ter
ocorrido, uma vez que hd uma relacdo entre a quantidade de células presentes nos
agregados plaquetarios e os niveis de fatores de crescimento presentes (ACAR et al.,
2015; FUJIOKA-KOBAYASHI et al.,, 2017). Além disso, foi demonstrado que
protocolos de baixa velocidade de centrifugacéo favorecem um aumento na liberacdo de
fatores de crescimento nos coagulos de PRF quando comparados aos protocolos de alta
velocidade de centrifugacdo (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017; KOBAYASHI et al.,
2016).

Este estudo de prova de conceito ndo demonstrou diferencas significativas na
quantidade de neoformacdo dssea entre os grupos L-PRF e A-PRF (analises de VO e
AON). Embora o potencial de agregados plaquetarios no processo de neoformacéo dssea
tenha ficado bastante evidente (os defeitos tratados com ambas as matrizes apresentaram
maior VO e AON quando comparados aos defeitos controle), variagdes nos protocolos de
producdo de matrizes de PRF parecem ndo ter impactado os resultados biologicos.
Inimeras vantagens advindas de reducdo da velocidade de centrifugacdo para o preparo
de matrizes de PRF foram ressaltadas em diversos estudos in vitro (EL BAGDADI et al.,
2019; FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017; GHANAATI et al., 2014; KOBAYASHI et
al., 2016). Apenas um estudo in vivo comparou o potencial regenerativo de matrizes de
PRF produzidas em protocolos de alta e baixa velocidade de centrifugacéo a partir da
implantagdo das mesmas em tecidos subcutaneos de ratos (KUBESCH et al., 2019). Os
resultados deste estudo (KUBESCH et al., 2019) demonstraram que matrizes de PRF
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produzidas com protocolos de alta centrifugacao tinham uma estrutura de fibrina densa e
estavel que evitou a penetracdo do tecido hospedeiro. Por outro lado, a PRF produzida
em protocolo de baixa velocidade de centrifugacdo era mais porosa e apresentou maior
taxa de vascularizacdo quando implantada em tecido subcutaneo de rato. Essas
descobertas destacaram a possibilidade de se alterar o potencial regenerativo de matrizes
de PRF modificando sua estrutura e composicdo. O presente estudo € o primeiro a
comparar o potencial de matrizes de PRF produzidas por meio de protocolos de alta e de

baixa velocidades de centrifugacdo na neoformacéo 0ssea.

Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas na quantidade de
neoformacdo dssea entre os grupos L-PRF e A-PRF, é importante ressaltar alguns
aspectos observados na analise histoldgica qualitativa e na analise da microarquitetura
Ossea dos grupos experimentais. Quando comparados aos defeitos tratados com L-PRF,
os defeitos tratados com A-PRF apresentaram maior quantidade de matriz ostedide e um
menor espacamento entre as trabéculas dsseas. Estudos com tempos maiores de
acompanhamento e analises imunohistoquimicas seriam Uteis para melhor explicar os
resultados obtidos e evidenciarem o0s possiveis impactos moleculares decorrentes de

modificagdes na composicdo de matrizes de PRF.

E importante considerar que, no presente estudo, as matrizes de PRF foram
utilizadas isoladamente, diferentemente das diversas situacées clinicas nas quais a mesma
¢ associada a enxertos 6sseos e biomateriais (ACAR et al., 2015; CLARK et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2015; SINDEL et al., 2017). Engler-Pinto et al. (2019) demonstraram
menos volume 6sseo nos defeitos preenchidos com L-PRF sozinho do que em defeitos
preenchidos apenas com enxerto 6sseo xendgeno. Os autores argumentaram que esse
resultado poderia ser explicado considerando a taxa de degradacédo de coagulos de L-PRF.
Enquanto o codgulo de L-PRF pode ser rapidamente degradado, as particulas de Bio-Oss®
séo lentamente reabsorvidas e podem atuar como um andaime para a migracéo de células
e formagdo de novos vasos sanguineos, que é um passo fundamental para uma
regeneracdo oOssea previsivel e eficiente (ENGLER-PINTO et al., 2019). Dessa forma,
novos estudos comparando matrizes de A-PRF e L-PRF associadas a enxertos 6sseos e
biomateriais sdo importantes. Testes em animais de escala filogenética superior também
devem ser realizados, assim como testes em animais com comprometimentos sistémicos

e periodos mais longos de acompanhamento. Analises imunohistoquimicas podem ser
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importantes para conclusdes a respeito da velocidade de neoformacéo 0ssea e o potencial

futuro dos tecidos presentes para a formagdo de novo 0sso.
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Conclusdo

Dentro dos limites desse estudo, pode-se concluir que i) ambas L-PRF e A-PRF
potencializaram a neoformacdo Ossea de DTC em calvéaria de ratos; ii) ambos os
protocolos de L-PRF e A-PRF ndo produziram matrizes com impactos biologicos

diferentes na quantidade de novo osso formado.
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Anexo B - Artigo cientifico para submissao no periédico Platelets.

Comparison of the effects of platelet aggregates produced by high and low-speed
centrifugation protocols on the healing of critical-size defects in rat calvaria: A

microtomographic and histomorphometric study
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The current study evaluated the healing of critical-size defects (CSD) created in rat
calvaria treated with platelet aggregates produced by high-speed (Leukocyte- and
Platelet-Rich Fibrin - L-PRF) and low-speed (Advanced Platelet-Rich Fibrin - A-PRF)
protocols of centrifugation. Twenty-four rats were divided into 3 groups: Control (C), L-
PRF, and A-PRF. Five mm diameter CSD were created on the animals' calvaria. The
defects of the L-PRF and A-PRF groups were filled with 0.01 ml of L-PRF and A-PRF,
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respectively. The C group defects were filled with a blood clot only. All animals were
euthanized on the 35th postoperative day. Histomorphometric and microtomographic
analysis were then performed. The L-PRF and A-PRF groups had significantly higher
bone volume and neoformed bone area than those of the C group, as well as lower bone
porosity values (p<0.05). No significant differences were observed between A-PRF and
L-PRF groups for the analyzed parameters. It can be concluded that i) L-PRF and A-PRF
potentiated the healing of CSD in rat calvaria; ii) high and low-speed centrifugation
protocols did not produce PRF matrices with different biological impacts on the amount

of bone neoformation.

Keywords: platelet-rich fibrin; blood platelet, bone regeneration, fibrin
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Introduction

In the early 2000s, Choukroun introduced the second generation of platelet
aggregates terming them: platelet-rich fibrin (PRF).! In this platelet aggregate, the
fibrinogen initially concentrates in the upper part of the tube, until the circulating
thrombin transforms it into fibrin, forming a three-dimensional fibrin clot, rich in platelets
and leukocytes, which stays concentrated in this network. The original Leukocyte- and
Platelet-Rich Fibrin (L-PRF) matrix was considered a natural biomaterial that includes
all cells and cytokines essential for ideal healing. It also favors the microvascularization
of the site and able to guide epithelial cell migration to its surface. From a clinical point
of view, this biomaterial accelerates physiological healing, due to the presence of these

molecules and its three-dimensional tetramolecular architecture.??

L-PRF is used clinically in several fields of regenerative dentistry, such as post-
extraction socket filling,*® regeneration of periapical defects,®!* maxillary sinus
lifting,'21" treatment of gingival recessions,®%° treatment of intraosseous periodontal
defects,??? and even in the management of bone osteonecrosis related to the use of
bisphosphonates.?>?* The technique is considered an easy, short, low cost, and minimally
invasive protocol which has demonstrated promising results. In this technique, the
patient's peripheral blood is collected in specific tubes without anticoagulants and
immediately centrifuged for 12 minutes at 2700 rotations per minute (rpm; ~700 RCF-

max).!

In some histological analyzes of L-PRF, it was possible to attest that most platelets
were concentrated in the lower part of the matrix, close to the of red cell zone, with studies
demonstrating that this lower portion of the PRF matrix is clinically more important than
its upper counterpart.?® This distribution pattern is due to the high centrifugation speed,
which “pushed” platelets and leukocytes downward.?® Aiming to standardize this
distribution of platelets and leukocytes, the concept of “low-speed centrifugation” was
created. Several new protocols emerged with this new concept in mind, including
Advanced Platelet-Rich Fibrin (A-PRF).?

For production of A-PRF, the technique is very similar to L-PRF, however the
centrifugation speed is reduced to 1500 rpm (~208g) with a time period of 14 minutes.?®

This results in a solid matrix that, despite being smaller than L-PRF, has a more
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homogeneous distribution of leukocytes throughout its matrix.?"?® Furthermore, more
platelets and neutrophilic granulocytes are found in the distal portion of A-PRF, which
can influence the differentiation of host macrophages and also matrix macrophages
following its implantation.?® In addition, it has a more porous structure with a larger
interfibrous space, compared to L-PRF, which significantly facilitates cell penetration
into the fibrin matrix, showing a significantly greater vascularization when compared to

L-PRF ten days after its subcutaneous implantation in rats.262830

Engler-Pinto et al.* demonstrated that L-PRF increased the amount of neoformed
bone in critical-size defects (CSD) in rats with induced osteoporosis by ovariectomy and
the osteoconductive potential of bovine bone grafts. To date, no study has evaluated
whether platelet aggregates produced with lower centrifugation speeds, such as A-PRF,
would be more beneficial for bone healing when compared to standard L-PRF. Therefore,
the purpose of this study was to evaluate the healing of CSD created in rat calvaria and
treated with L-PRF or A-PRF.

Methods

Sample

The research was conducted only after the approval of the Ethics Committee on
Animal Use of the School of Dentistry of Ribeirdo Preto (FORP) of the University of Sdo
Paulo (USP) (Protocol n® 2019.1.752.58.4).

A power of 80% was adopted to detect a significant difference of 20% between
groups with a confidence interval of 95% (a=0.05) and a standard deviation of 15%,3
considering changes in the means of neoformed bone as the primary variable. Thus, a

sample size of 8 animals per group was adopted.

Experimental Model
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Twenty-four 14-week old rats (Rattus norvegicus albinus, Wistar), weighing 350-
4509 (Central Animal Facility, FORP-USP, Ribeirdo Preto, SP, Brazil), were used. The
animals were kept in a room with a 12-hr light/dark cycle and temperature between 22-
24°C. They were fed with selected solid diet and water ad libitum. They were randomly
divided into 3 experimental groups (n=8): Control (C), L-PRF, A-PRF. All analyses were
performed by calibrated and blinders examiners.

To perform the experimental procedures (blood collection for the preparation of
the platelet aggregates and creation of the CSD), the animals were initially induced in a
chamber with 4% Isoflurane (Instituto Biochimico Ind. Farm. Ltda, Itatiaia, RJ, Brazil)
and kept in inhalation anesthesia by mask with the same anesthetic at 1.5-3%. After
anesthetic induction, morphine sulfate (Dimorf, Cristalia® Prod. Quim. Farm. Ltd.,
Itapira, SP, Brazil; 8 mg/kg) and penicillin G-benzathine (Pentabidtico Veterinario
Pequeno Porte, Fort Dodge Animal Health®, Campinas, SP, Brasil; 24.000 UI/Kg) were
administered intramuscularly. Subcutaneous injection of Flunixin Meglumine (Aplonal

1%, Konig®, Buenos Aires, Argentina; 2 mg/kg) was also administered.

Preparation of platelet aggregate matrices

Three mL of blood from each animal were collected through cardiac puncture
(Figure 1A), using a 5 mL disposable syringe (Descarpack®, S&o Paulo, SP, Brazil). The
blood drawn was transfered to a 5-mL silica-coated plastic tube (BD Vacutainer®,
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) and immediately processed
to prepare L-PRF or A-PRF (Figure 1B).

The preparation of L-PRF and A-PRF were carried out according to the protocol
proposed by Choukroun et al.?® In the L-PRF group, the collected blood was centrifuged
at 2700 rpm for 12 minutes (relative centrifugal force maximum — RCF-max = 701 g) in
the Intra-Spin™ centrifuge (33° rotor angulation, 55 mm radius at the clot, 86 mm at the
maximum, Intra-Lock® International, Inc, Boca Raton, FL, USA). In the A-PRF group,
the sample was centrifuged at 1500 rpm for 14 minutes (RCF-max = 216 g). After
centrifugation, it was possible to observe three different layers (Figure 1C): one more
superficial, corresponding to the acellular plasma; a lower layer, corresponding to red

blood cells; and an intermediate one, corresponding to the PRF matrix. The PRF clot was
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then collected with specific instruments (Tissue Regeneration Kit and Xpression™ Box,
Intra-Lock® International, Inc, Boca Raton, FL, USA) for application in the CSD of the
animals in their respective groups (Figure 1D, H).

Creation of CSD

After trichotomy and aseptic preparation, a semilunar incision was made in the
scalp in the anterior region of the calvaria, and a full-thickness flap was folded back in
the posterior direction (Figure 1E). A 5-mm diameter circular CSD was created in the
right parietal bone of each animal with a trephine drill (Neodent®, Curitiba, PR, Brazil)
coupled to a low-speed contra-angle under continuous irrigation with sterile saline
(Figure 1F). The full-thickness bone segment was gently removed, maintaining the

integrity of the dura mater and the encephalon (Figure 1G).

Two circular marks, 2 mm anterior and 2 mm posterior to the margins of the
surgical defect, tangent to the longitudinal axis of the CSD, were made with a diamond
drill (#1014, KG Sorensen®, Cotia, SP, Brazil) in a high-speed handpiece, under
continuous irrigation with sterile saline and aspiration. These marks were filled with
amalgam (Amalgam gs-80, SDI Limited, Bayswater, Australia) and will be useful for
identifying the site of the original surgical defect during histological laboratory
processing.

In the C group, the surgical defect was left empty to be filled only with blood clot.
In the L-PRF group, it was filled with L-PRF, and in the A-PRF group, with A-PRF. The
membranes obtained after compression were divided in half (Figure 11). To fill the defect,
the half closest to the red cells was used, which was cut into small pieces to better adapt
to the surgical site (Figure 1J). The volumes of L-PRF and A-PRF were standardized
(0.01 mL) for all animals using an adapted syringe (Figure 1K). After inserting the
biomaterial into the CSD (Figure 1L), the other half of the membrane was used to cover
the defect and prevent material extravasation (Figure 1M). Then, the soft tissues were
repositioned and sutured (Figure 1N) in a simple stitch with 4-0 silk suture (Ethicon,
Johnson & Johnson®, New Jersey, USA).
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In the post-operatory, the animals received tramadol hydrochloride (Cronidor 2%,
Agener Unido®, Apucarana, PR, Brazil; 20mg/kg) and flunixin meglumine (Aplonal 1%,
Konig®, Buenos Aires, Argentina; 2mg/kg) every 12 hours for two days, intramuscularly.

Characterization of platelet aggregate matrices

An adaptation of the work of Miron et al.®* was performed with the aim of
investigating the precise location of the cells within L-PRF and A-PRF tubes from rat
blood. Four mL of blood was collected from animals that were not used in the
experimental groups of this study in a tube containing ethylenediaminetetraacetic acid
solution (EDTA; 5%) as an anticoagulant. Then, 500uL of this initial sample was
pipetted, which was considered a control (AO0).

After centrifugation, following the protocols of the L-PRF and A-PRF techniques
(as described above), sequential layers were pipetted at 350uL intervals, totalizing 10
samples per tube (from the most superficial layer to the bottom of the tube - A1/A10).
These samples were stored in eppendorf and sent for hematological analysis (Figure 2).
The amount of platelets, leukocytes and red blood cells in each layer pipetted into each
eppendorf was calculated. Importantly, one of these samples was collected between the
plasma/buffy coat layers and the red cell layer, and this was tagged to represent the
location of the buffy coat in the tube.

Euthanasia

All animals were euthanized 35 days after surgery by intramuscular injections of
Ketamine 10% (80mg/kg) and Xylazine 2% (10mg/kg) for anesthesia, with subsequent
completion in a CO2 chamber with controlled flow. The area of the original surgical
defect and surrounding tissues were removed in blocks and placed in cups with 10%

formaldehyde for fixation for 24 hours.

Microtomographic Analysis
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Nondemineralized specimens of calvaria were scanned by a cone-beam micro-
computed tomography (micro-CT) system (SkyScan 1172, Bruker, Kontich, Belgium),
generating images in three dimensions (3D). For image acquisition, a spatial resolution
of 10um was adopted and the x-ray generator operated with an acceleration potential of
60kV, with a current of 165pA.

Using the DataViewer v.1.4.3 software (SkyScan NV, Kontich, Belgium), the
generated 3D image was rotated into a standard position for analysis, and then, a region
of interest (ROI) of 5 mm of diameter and a cylindrical volume of interest (VOI) of
0.5x5x5 mm, corresponding to the size of the defect and thickness of the calvaria (0.5
mm), was determined. To assess the trabecular bone tissue in each VOI, a gray scale (0-
255) was used, adopting the interval (threshold) between 80 (minimum) and 170

(maximum) to assess the trabecular bone tissue present.

Using the CT-Analyzer® v.1.13.5.1+ software (Bruker, Kontich, Belgium) the
following structural parameters were evaluated at each VOI by a calibrated examiner
(LMPS): (1) Bone volume (BV) — percentage of VOI filled with bone tissue; (2) Porosity
(PO) — percentage of porosity present in the bone tissue determined in the VOI; (3)
Number of trabeculae (Th.N) — number (mm-1) of bone trabeculae present in the VOI,
(4) Spacing between trabeculae (Th.Sp) — total spacing (mm) between bone trabeculae
present in the VOI; (5) Thickness of the trabeculae (Tb.Th) — mean thickness (mm) of the

bone trabeculae present in the VOI.

Rendered reconstructions of the microtomographic sections of the calvaria were

also obtained.

Histomorphometric analysis

The pieces fixed in formalin were rinsed in running water and stored in 70°
alcohol. Then, they were decalcified in a 4% EDTA solution. After decalcification, each
piece was divided longitudinally into two blocks, exactly along the center of the original
surgical defect, using the amalgam marks as a reference (Figure 3A). Cross sections were
made tangent to each of the two amalgam marks (Figure 3B). In this way, it was possible

to determine the limits of the surgical defect. Thus, each one of the pieces had a size of 9
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mm in the longitudinal direction (Figure 3C). After an additional period of
decalcification, the pieces were then processed and embedded in paraffin. Serial
longitudinal 4 pum-thick sections were performed, starting from the center of the original
surgical defect. Two sections of each animal were stained with Hematoxylin and Eosin
technique for analysis with light microscopy. In each section, the histopathological

characteristics of the neoformed bone tissue were analyzed.

Histometric analysis was performed by a calibrated examiner (D.S.F.S.) using an
appropriate software (LAS EZ v. 4.1.0, Leica Microsystems® GmbH, Wetzlar,
Heidelberg, Germany). One histological section of the central area of the surgical defect
of each specimen was selected. Each histological section was photographed by a
brightfield fluorescence microscope with trinocular head (DMLB model, Leica
Microsystems® GmbH, Wetzlar, Heidelberg, Germany) with 1.6x objective lens
connected to a camera (DFC300FX, Leica Mycrosystems® GmbH, Wetzlar, Heidelberg,
Germany). In each image, a delimitation of the analyzed area was performed, which
corresponded to the region of the originally created defect, called Total Area (TA). Within
the TA, the Area of Newly Formed 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 AT (Figure 4).

The histopathological analysis was performed by observing the selected
histological sections, using the same microscope, with 10x and 20x objective lenses

coupled to the same camera used in the histometric analysis.

Statistical analysis

Statistical analysis were performed using GraphPad Prism software (v. 5.01,
GraphPad Software, Inc, San Diego, CA, USA). The animal was considered the statistical
unit. A significance level of 5% (p < 0.05) was adopted for all tests. Data distribution was
verified by the Shapiro-Wilk test. The significance of the differences between groups for
microtomographic (BV, PO, Th.N, Th.Sp, Th.Th) and histometric (ANB) variables was
determined by analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's post hoc test.
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Results

Characterization of PRF matrices

The graphs with the results of the number and percentage of leukocytes and
platelets are shown in Figure 5. The number of leukocytes (Figure 5A) in the L-PRF was
more concentrated in layer 5, which represents the buffy coat. Approximately 40% of the
leukocytes in the tube were concentrated in this layer (Figure 5C), which had a quantity
of leukocytes 5 times greater than that observed in the control sample (A0). Leukocytes
were not observed in the first four layers. In A-PRF, leukocytes were more
homogeneously distributed throughout the tube, although more concentrated in the buffy
coat layer. Compared to the control sample (A0), there was a three times higher
concentration of leukocytes in layer 5, and twice as high in layer 8. No leukocytes were

found in the first two layers of the tube.

In L-PRF, platelets were concentrated in layer 5, with an eight-fold increase
compared to the control sample (Figure 5B). Thus, approximately 60% of the total platelet
in the tube were concentrated in this layer (Figure 5D). Unlike leukocytes, platelets were
found throughout the tube, although in very small quantities in the initial four layers and
in the final four layers. In A-PRF, platelets were found more evenly distributed
throughout the tube, although once again concentrated in layers 4 and 5 near the buffy
coat zone. In L-PRF, the number of platelets was twice as low in the buffy coat layer (A5)
compared to A-PRF. On the other hand, in A-PRF there was a 70-fold increase of platelets
in the A4 layer compared to L-PRF. Together, the fourth and fifth layers contained 55%
of the total platelets in the A-PRF tube. Platelets were found throughout the tube in
significantly greater numbers compared to the same layers in L-PRF, which indicates a

more homogeneous distribution of platelets throughout the tube in A-PRF.

Microtomographic analysis

Figure 6 represents the three-dimensional reconstructions of the calvaria.



nexos | 98

The A-PRF and L-PRF groups presented BV, Th.N and Th.Th values significantly
higher than those of the C group, as well as lower PO values. Only the A-PRF group
showed significantly lower Th.Sp values than those of the C group. No significant
differences were observed between the A-PRF and L-PRF groups for all
microtomographic parameters evaluated. The graphs of the studied variables are shown

in Figure 7.

Histometric analysis

The L-PRF and A-PRF groups had ANB values significantly higher than the
values of the C group. Although the ANB values were higher in the A-PRF, no significant
difference was observed between the L-PRF and A- PRF groups.

Histopathologic analysis
Control group

Almost the entire extent of the surgical defect was filled with connective tissue
composed of collagen fibers oriented parallel to the wound surface (Figure 8A). In all
specimens, the central part of this connective tissue was much thinner than the original
calvaria. A small amount of neoformed bone tissue was observed along the margins of
the surgical defect, showing a small number of osteoblasts on its edges (Figure 8A, B).

The inflammatory infiltrate was usually mild, and was found throughout the defect.

L-PRF group

Most specimens had a greater amount of neoformed bone tissue along the margins
of the surgical defect when compared to specimens in the C Group. In some specimens,
bone neoformation was also observed along the defect, forming islets (Figure 8C, D), as
well as osteoid matrix zones. The neoformed bone tissue had a small number of
osteoblasts at its edges. The connective tissue, without bone differentiation, had numerous

bundles of collagen fibers arranged parallel to the wound surface, more organized and
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thicker than those observed in specimens from the C Group, although still inferior to the
thickness of the surgical defect margin. It was observed a significant presence of blood
vessels along its entire length.

A-PRF group

Most specimens had a greater amount of neoformed bone tissue near the margins
of the surgical defect when compared to specimens from the C and L-PRF groups (Figure
8E, F). The neoformed bone tissue had a small number of osteoblasts at its edges. Some
specimens also showed zones of osteoid matrix along the defect. The connective tissue,
without bone differentiation, presented numerous bundles of collagen fibers parallel to
the wound surface, but more organized and with greater thickness than those observed in
specimens from the C group. It was observed a significant presence of blood vessels along

the entire extension of the bone defect.

Discussion

The current study is the first to evaluate the results of bone neoformation of A-
PRF in CSD in rats compared to L-PRF. In the present study, both L-PRF and A-PRF
proved to be promising therapeutic alternatives in bone regeneration of CSD created in
healthy rat calvaria. Both potentialized the bone neoformation of surgical defects,

increased the quality of the formed bone, making it denser.

In the present study, an experimental model capable of guaranteeing a good
preparation of L-PRF and A-PRF matrices was used, as well as a test site capable of
demonstrating its real potential in bone neoformation. Regarding the blood collection
protocol, it is possible to collect up to 15% of the total blood volume of a rat without
causing suffering to the animal.3*3> Considering that the total blood volume of a rodent
is equivalent to 6 to 8% of its weight, and that the average weight of the animals in this
investigation was 403g (data not shown), harvesting 3 mL of blood from the animals was
within the acceptable physiological limits. Blood collection in rats can be obtained from
several anatomical sites, such as the tail, femoral and jugular veins. This procedure is

considered safe for rats and relatively quick to recover.3® However, these locations do not
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allow for the collection of a sufficient amount of blood in a timely manner for the PRF
technique, since the time between collection and centrifugation must be a maximum of
90 seconds, at the risk of compromising the quality of the membrane®®, and for preventing
early clotting in the tube, since this technique does not use anticoagulants.®3” The cardiac
puncture technique used in the present study enabled the collection of a significant
amount of blood in a satisfactory time. Thus, it was even possible to prepare and evaluate
autogenous membranes of platelet aggregates, similarly to the clinical protocol used in
humans, since the use of blood from animal donors or other animal species could trigger

immunological reactions and possible biases in the results obtained.®

Still considering the experimental model of this study, it is important to emphasize
that the influence of different PRF protocols on bone healing was evaluated in defects
considered to be critical in size. CSD are considered ideal for evaluating the influence of
a material on bone healing, as a complete wound closure is only possible using an
osteoconductive, osteogenic and osteoinductive material.3® The critical character of the
defect was confirmed in this study by the slight bone formation, limited to the margins of
the defect, in specimens from the control group. In addition, all specimens showed
incomplete wound closure. Since the bone defects of the PRF groups were filled only
with PRF and that CSD were used, it can be concluded that the significant increase in
bone neoformation observed in the L-PRF and A-PRF groups was due to the biological
properties of these biomaterials, although by definition PRF is not osteogenic nor
osteoinductive. Possibly, this increase in bone neoformation occurred due to the
immediate presentation of cells necessary for healing, such as platelets and neutrophils,
in addition to the supply of natural growth factors that are extremely important in bone
regeneration.>?>3740 Previous studies have already demonstrated that the use of L-PRF
can enhance the healing of CSD in healthy rabbit calvaria,**? in CSD of healthy rats*?
and osteoporotic rats.® It is important to highlight that the matrix structure of PRF acts
as a natural bioskeleton and can decrease the infiltration of fibrous connective tissue.
Thus, it is important to highlight that in this study, after filling the CSD of the L-PRF and
A-PRF groups with fragmented matrices, intact PRF matrices were placed over the
created defects, in order to avoid the displacement of the material placed inside the defect,
as no membrane for guided bone regeneration (GBR) was used. It is worth emphasizing
that PRF matrices do not have the ability to maintain spaces long enough to prevent the
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invagination of epithelial cells and connective tissue into defects, thus not acting as a true

barrier to GBR, due to its rapid degradation.*+*°

In the present study, there was a higher concentration of both leukocytes and
platelets in the buffy coat layer of the L-PRF tube, while there was a greater distribution
of these cells along the A-PRF tube, which corroborates the findings from previous
studies that characterized PRF matrices produced according to the low centrifugation
protocol.2”346 S in this study, the L-PRF and A-PRF matrices presented different
amounts and distribution of cells, following the patterns observed in matrices produced
with these protocols from human blood. Although the levels of growth factors present in
both matrices have not been evaluated, it can be inferred that differences between them
must have occurred, since there is a relationship between the amount of cells present in
the platelet aggregates and the levels of growth factors.?®4! Furthermore, it has been
shown that low-speed centrifugation protocols favor an increase in the release of growth

factors in PRF clots when compared to high-speed centrifugation protocols.?%4’

This proof-of-concept study did not demonstrate significant differences in the
amount of bone neoformation between the L-PRF and A-PRF groups (BV and ANB
analyses). Although the potential of platelet aggregates in the bone neoformation process
has been quite evident (defects treated with both matrices had higher BV and ANB when
compared to control defects), variations in the production protocols of PRF matrices do
not seem to have impacted the biological results. Several advantages arising from reduced
centrifugation speed for the preparation of PRF matrices have been highlighted in several
in vitro studies.?®?"2%47 Only one in vivo study compared the regenerative potential of
PRF matrices produced in high and low speed centrifugation protocols from their
implantation in subcutaneous tissues of rats.%® The results of this study®® demonstrated
that PRF matrices produced with high centrifugation protocols had a dense and stable
fibrin structure that prevented host tissue penetration. On the other hand, the PRF
produced in a low-speed centrifugation protocol was more porous and presented a higher
vascularization rate when implanted in the subcutaneous tissue of rats. These findings
highlighted the possibility of altering the regenerative potential of PRF matrices by

modifying their structure and composition.

The present study is the first to compare the potential of PRF matrices produced
through high- and low-speed centrifugation protocols in bone neoformation. Although no
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significant differences were observed in the amount of bone neoformation between the
L-PRF and A-PRF groups, it is important to emphasize some aspects observed in the
qualitative histological analysis and in the analysis of bone microarchitecture of the
experimental groups. When compared to defects treated with L-PRF, defects treated with
A-PRF had a greater amount of osteoid matrix and a smaller spacing between bone
trabeculae. Studies with longer follow-up times and immunohistochemical analyzes
would be useful to better explain the results obtained and highlight the possible molecular

impacts arising from changes in the composition of PRF matrices.

It is important to consider that, in the present study, the PRF matrices were used
alone, unlike the various clinical situations in which it is associated with bone grafts and
biomaterials.*1434849 Engler-Pinto et al.3* demonstrated less bone volume in defects filled
with L-PRF alone than in defects filled only with xenogenous bone graft. The authors
argued that this result could be explained considering the rate of degradation of L-PRF
clots. While the L-PRF clot can be rapidly degraded, Bio-Oss® particles exhibit slow
resorption and can act as a scaffold for cell migration and new blood vessel formation,
which is a key step for a predictable and efficient bone regeneration*®. Thus, new studies
comparing A-PRF and L-PRF matrices associated with bone grafts and biomaterials are
important. Tests on animals of a higher phylogenetic scale should also be performed, as
well as tests on animals with systemic impairments and longer follow-up periods.
Immunohistochemical analyses may be important for conclusions regarding the rate of

bone neoformation and the future potential of present tissues for neoformed bone.

Conclusion

Within the limits of this study, it can be concluded that i) platelet aggregates
produced with high and low centrifugation speeds potentiated the healing of CSD in rat
calvaria; ii) high and low-speed centrifugation protocols did not produce PRF matrices

with different biological impacts on the amount of bone neoformation.
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Figures

Figure 1 — Experimental procedures performed. A — Blood collection using cardiac
puncture technique; B — Insertion of the tube with the blood collected in the centrifuge;
C - Tube after centrifugation - blood separated into layers; D — Platelet aggregate matrix
removed from the tube. E — Semilunar incision in the animal's calvaria; F — Creation of

the bone defect with a 5 mm trephine drill; G — Bone defect concluded and bone segment
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being separated; H — Platelet aggregate matrix in compressor device; | — Section of the
platelet aggregate membrane produced; J — Portion of the membrane close to the red cell
layer being perforated; K — Syringe adapted to standardize the volume of platelet
aggregate to be used in filling the bone defects; L — Standardized volume of platelet
aggregate being taken to the bone defect; M — Bone defect filled with perforated platelet
aggregate and in the form of a membrane; N — Suture of the total flap with simple
interrupted stitches.

Figure 2 - Characterization of platelet aggregate matrices produced in high and low-speed
centrifugation protocols. A — Pipetting of 500uL of non-centrifuged blood (AO) and
sequential layers at 350 ul intervals from centrifuged blood (A1-A10). B — Samples stored
in eppendorf tubes for hematological analysis. Black arrows represent the buffy coat
layer.
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Figure 3 — Schematic representation of the reduction of calvaria specimens. A —
Longitudinal section (dashed line in red) of each specimen in two blocks, exactly along
the center of the original surgical defect, using the amalgam marks as a reference. B —
Cross section (dashed line in green) tangent to the amalgam marks. C - Block with 9 mm

of longitudinal extension ready to be embedded in paraffin.
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Figure 4 — Histometric Analysis. A - The Total Area (TA) is delimited by the blue line
and corresponds to the area of the calvaria where the surgical defect was originally
created. TA height (X) is represented by the simple arithmetic mean obtained from the
heights of the remaining bone edges anterior (AE) and posterior (PE) to the created defect.

The TA width is 5 mm, corresponding to the width of the original defect. Original

magnification= 1.6x. B - approximation of the TA rectangle represented in A. The Area
of Newly Formed Bone (ANB) was calculated as the percentage of neoformed bone
(circled in black) in relation to the TA. Means and standard deviations for TA (1) and
ANB (2) for C, L-PRF, and A-PRF groups, with the results of the comparisons between

groups. * indicates a statistically significant difference between groups (p < 0.05).
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Figure 5 — Number of Leukocytes (A) and Platelets (B) in the non-centrifuged blood
sample (control sample - AQ) and after centrifugation (layers Al to A10). In C and D, the
percentage distribution of leukocytes and platelets in all layers (A1-A10) after blood
centrifugation to prepare L-PRF and A-PRF can be observed. A5 = sample corresponding

to the buffy coat layer.
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Figure 6 — Microtomographic analysis. Rendered reconstructions of the Control (A), L-
PRF (B), and A-PRF (C) groups calvaria. Pixel size = 15.9um. The blue circle represents
the CSD limits. Graphs representing medians, interquartile range, and minimum and
maximum values of BV (1), PO (2), Tb.N (3), Tb.Sp (4) and Tb.Th (5) in the

microtomographic analysis.
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Figure 7 — Representative images of histological sections; C (A, B); L-PRF (C, D); A-
PRF (E, F) groups. NFB = newly formed bone; arrowhead filled in black color = blood
vessels; unfilled arrow = osteoid matrix; arrow filled in black = margins of the original
surgical defect; *Images C, D, and F represent distant portions of the surgical defect

margins. Coloration: Hematoxicillin and Eosin. Original magnification: 10x (A, C, E);

20x (B, D, F).
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Figure legends

Figure 1. Photographs representing the preparation of the PRF matrices. A — Blood
collection using cardiac puncture technique; B — Insertion of the tube with the collected
blood in the centrifuge; C — Tube after centrifugation — blood separated into layers; D —
Pinching of the PRF matrix; E — Separation of the PRF matrix from the red cell-rich band
with scissors; F — Platelet aggregate matrix removed from the tube. All procedures are

identical for both groups A-PRF and L-PRF, except the centrifugation protocol.

Figure 2. Characterization of platelet aggregate matrices produced in high and low-speed
centrifugation protocols. A — Pipetting of 500 uL of non-centrifuged blood (A0) and of
sequential layers at 350 pl intervals from centrifuged blood (A1-A10). B — Samples stored
in eppendorf tubes for hematological analysis. Black arrows represent the buffy coat

layer.

Figure 3. Creation of the CSD. A — Semilunar incision in the animal's calvaria; B — Full-
thickness flap; C — Creation of the bone defect with a 5 mm trephine drill; D — Concluded
bone defect cut; E — Bone segment being removed; F — Concluded bone defect and intact

dura mater.

Figure 4. Amalgam marks. A — Creation of the marks with a spherical diamond drill; B
— Marks positioned 2 mm from the margin of the CSD, tangent to its midline. C —

Concluded amalgam marks.

Figure 5. Production of platelet aggregate membranes to fill bone defects. A — Platelet
aggregate matrix in compressor device; B — Platelet aggregate matrix after a few minutes
of compression; C and D — Section of the platelet aggregate membrane produced; E — Part
of the membrane containing a portion close to the red cell layer being perforated; F —
Syringe adapted to standardize the volume of platelet aggregate to be used to fill the bone

defects.

Figure 6. Placement of platelet aggregate membranes in bone defects. A — Standardized
volume of platelet aggregate being taken to the bone defect; B — Accommodation of the
platelet aggregate in the bone defect; C — Bone defect filled with perforated platelet
aggregate and in the form of a membrane; D — Suture of the total flap with simple

interrupted stitches.
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Figure 7. Schematic representation of the reduction of calvaria specimens. A —
Longitudinal section (dashed line in red) of each specimen in two blocks, exactly along
the center of the original surgical defect, using the amalgam marks as a reference. B —
Cross-section (dashed line in green), tangent to the amalgam marks. C - Block with 9 mm

of longitudinal extension ready to be embedded in paraffin.

Figure 8. Images captured from histological sections to illustrate the Histometric
Analysis. A - The Total Area (TA) is delimited by the blue line and corresponds to the
area of the calvaria where the surgical defect was originally created. The TA height (X)
is represented by the simple arithmetic mean obtained from the heights of the remaining
bone edges anterior (AE) and posterior (PE) to the created defect. The AT width is 5 mm,
corresponding to the width of the original defect. Original Magnification = 1.6x. B -
approximation of the AT rectangle represented in A. The Area of Newly Formed Bone
(NBA) was calculated as the percentage of newly formed bone (circled in black) in
relation to the TA.

Figure 9. Number of Leukocytes (A) and Platelets (B) in the non-centrifuged blood
sample (control sample - AQ) and after centrifugation (layers Al to A10). A5 = sample

corresponding to the buffy coat layer.

Figure 10. Graphs representing the percentage distribution of Leukocytes (A) and
Platelets (B) in all layers (A1-A10) after blood centrifugation to prepare L-PRF and A-
PRF. A5 = sample corresponding to the buffy coat layer.

Figure 11. Rendered reconstructions of the calvaria of the Control (A), L-PRF (B), and
A-PRF (C) groups. Pixel size = 15.9um. The blue circle represents the CSD limits.

Figure 12. Graphs representing medians, interquartile range, and minimum and
maximum values of BV, PO, Th.N, Th.Sp and Tb.Th in microtomographic analysis.

Figure 13. Means and standard deviations for TA (1) and NBA (2) for groups C, L-PRF,
and A-PRF, with the results of comparisons between groups. * indicates a statistically
significant difference between groups (p < 0.05).

Figure 14. Panoramic image of the histological sections. A — Control group; B — L-PRF
Group; C — Group A-PRF. Coloration: Hematoxylin and Eosin. Original magnification:
1.6x.
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Figure 15 — Representative images of histological sections; C (A, B); L-PRF (C, D); A-
PRF (E, F) groups. NFB = newly formed bone; arrowhead filled in black color = blood
vessels; unfilled arrow = osteoid matrix; arrow filled in black = margins of the original
surgical defect; *Images C, D, and F represent distant portions of the surgical defect

margins. Coloration: Hematoxicillin and Eosin. Original magnification: 10x (A, C, E);

20x (B, D, F).
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Figure 11
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Figure 15



