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RESUMO: O concentrado sanguineo Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) ¢ uma matriz de
fibrina autdloga que atua como reservatdrio de células e fatores de crescimento,
relevante na terapia regenerativa tecidual. A biofuncionaliza¢do de hidroxiapatita (HA)
com PRF, oferece a vantagem de transformar o material sintético, originalmente
osteocondutor, em um material histogénico. Entretanto, poucos estudos tém avaliado a
relagdo de propor¢do entre HA e PRF. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
padrdo de distribui¢do de particulas de HA associadas a diferentes protocolos de PRF,
assim como a relagdo de propor¢cdo PRF/HA. Participaram do estudo 4 individuos, que
foram submetidos a 3 venopungdes em momentos diferentes. Em cada venopuncdo
foram coletados cerca de 48ml de sangue em 6 tubos de pléstico sem aditivos, separados
em trés grupos, de acordo com o protocolo de centrifugacdo: 700g/12min (L-PRF),
350g/15min  (GM350) e centrifugacdo progressiva de 60g a 700g/15min total
(PROPRF). A por¢ao acima das hemécias, nos tubos de mesmo protocolo, foi aspirada e
dispensada em recipientes de vidro (5ml) contendo 0,25g de HA. Apds a polimerizagao,
os coagulos foram prensados no PRF-box e as membranas foram analisadas por
microtomografia computadorizada (micro-CT) quanto a densidade das particulas de
HA. Em seguida, as membranas foram incluidas em metacrilato e analisadas ao
microscopio de luz (ML) para andlise histomorfométrica. Nao houve diferenga
significativa na densidade (P = 0,579) e relagdo de proporcao (P = 0,132) de HA, entre
os grupos. Considerando a metodologia utilizada e os protocolos avaliados, o padrao de
distribuicdo de particulas de HA na biofuncionalizagdo com PRF foi semelhante para os
diferentes protocolos. Estudos adicionais sdo necessarios para examinar o grau de

ligacdo e contato na area de superficie da hidroxiapatita.

Palavras-chave: Biomateriais; Plaquetas sanguineas; Centrifugacdo; Fibrina Rica em

Plaquetas; Medicina regenerativa



ABSTRACT: Platelet-Rich Fibrin (PRF) is an autologous fibrin matrix that acts as a
reservoir for cells and growth factors, which is relevant in tissue regenerative therapy.
The biofunctionalization of hydroxyapatite (HA) with PRF offers the advantage of
transforming the originally osteoconductive synthetic material into a histogenic
material. However, few studies have evaluated the ratio relationship between HA and
PRF. The present study aimed to evaluate the pattern of distribution of HA particles
associated with different PRF protocols, as well as the PRF/HA ratio. Four individuals
participated in the study, undergoing 3 venipunctures at different time points.
Approximately 48ml of blood were collected in 6 plastic tubes without additives during
each venipuncture, separated into three groups according to the centrifugation protocol:
700g/12min (L-PRF), 350g/15min (GM350), and progressive centrifugation from 60g
to 700g/15min (PROPRF). The portion above the red blood cells in tubes of the same
protocol was aspirated and dispensed into glass containers (5ml) containing 0.25g of
HA. After polymerization, the clots were compressed in the PRF-box, and the
membranes were analyzed by micro-computed tomography (micro-CT) for the density
of HA particles. Subsequently, the membranes were embedded in methacrylate and
analyzed under a light microscope (LM) for histomorphometric analysis. There was no
significant difference in density (P = 0.579) and ratio (P = 0.132) of HA among the
groups. Considering the methodology used and the evaluated protocols, the pattern of
distribution of HA particles in the biofunctionalization with PRF was similar for the
different protocols. Additional studies are needed to examine the degree of binding and

contact in the surface area of hydroxyapatite.

Keywords: Biomaterials; Blood platelets; Centrifugation; Platelet-Rich Fibrin;

Regenerative medicine



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
PREF Fibrina Rica em Plaquetas (Platelet-Rich Fibrin)
HA Hidroxiapatita Sintética (Synthetic Hydroxyapatite)
Micro-CT Microtomografia computadorizada (Computed Microtomography)
ML Microscopia de luz (Light Microscopy)
PRP Plasma Rico em Plaquetas (Platelet-Rich Plasma)
TGF- B1 Fator de Crescimento de Transformacao Beta 1 (Transforming Growth Factor
Beta 1)
PDGEF Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (Platelet-derived Growth Factor)
VEGEF Fator de Crescimento Vascular Endotelial (Vascular Endothelial Growth Factor)
RCF Forga de Centrifugacdo Relativa (Relative Centrifugation Force)
LSCC Conceito de Centrigufacdo de Baixa Velocidade (Low-Speed Centrifugation
Concept)
CEP-UFU Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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1. INTRODUCAO

A busca por estratégias de reparo tecidual, que oferecam resultados satisfatorios
quanto a morfologia e fun¢do de tecidos lesionados, tem sido um tema recorrente no
meio cientifico. Com o avanco da medicina regenerativa, técnicas, materiais e
tecnologias inovadoras estdo sendo desenvolvidos e aperfeicoados para potencializar o
reparo de tecidos moles e duros (DUTTA et al., 2016). Especialmente em relacdo ao
tecido dsseo, enxertos autdgenos, alogenos, xendgenos, aloplasticos (ZHAO et al.,
2021) e fatores de crescimento (DANTAS et al., 2011) sdo alternativas de escolha
frequente. Entre as caracteristicas preconizadas em substitutos d0sseos destacam-se:
biocompatibilidade, suprimento ilimitado sem prejuizo ao sitio doador e estimulo a
osteogénese, osteoconducdo e osteoinducdo. Contudo, na literatura cientifica ainda nao
foi estabelecido um material que retina todos os atributos desejados, sendo o 0sso

autégeno o mais proximo desse ideal (CHENCHEV et al., 2017).

O enxerto autdgeno, padrdo ouro na terapia regenerativa, une caracteristicas
essenciais de biocompatibilidade e propriedades osteogénicas (CHENCHEV et al.,
2017). Enquanto estimula o recrutamento e a diferenciagdo de células-tronco
hospedeiras em osteoblastos, o enxerto autdgeno também atua como suporte e permite
que as células 6sseas proliferem. Entretanto, a disponibilidade limitada de tecido 6sseo
a ser ofertado, o potencial risco de infec¢do e complicagdes operatorias (ESPOSITO et
al., 2010), como danos aos nervos ¢ estruturas locais (RAGHOEBAR et al., 2007), sao

fatores limitantes como produto ideal de enxertia.

Os enxertos aldgenos, provenientes de individuos da mesma espécie,
possibilitam o fornecimento de grandes volumes de tecido sem o comprometimento da

area doadora, reduzindo a morbidade cirtrgica e o tempo de trabalho (PEREIRA, 2010).
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Apesar de exibir propriedades osteocondutoras, o potencial risco de transmissdao de
doencgas, como hepatite e HIV (SPIN-NETO et al., 2013), e resposta imunogénica
(ZHAO et al., 2021), sdo desvantagens que influenciam na escolha do material. Em
contrapartida, os xenoenxertos sdo derivados de espécies diferentes, geralmente de
origem bovina, com propriedades osteocondutoras (ZHAO et al., 2021) e
biocompativeis com o hospedeiro. Entretanto, a possibilidade de rejei¢do tecidual,
transmissdo de doencas (PRECHEUR., 2007) e infecgdes no sitio cirurgico (PINTO et

al., 2007) sdo limitagdes a serem consideradas.

Os materiais sintéticos ou aloplasticos foram desenvolvidos com o intuito de
reduzir a incompatibilidade imunoldgica e a morbidade dos demais materiais de
enxertia. Além disso, apresentam propriedades osteocondutoras (ZHAO et al., 2021),
sao de facil manipulagao e de dimensdes personalizaveis, o que possibilita a reducao do
tempo cirurgico. No entanto, o risco de contaminagao ¢ infec¢ao da area enxertada pode

levar a necessidade de novas intervencdes cirurgicas (PINTO et al., 2007).

A hidroxiapatita (HA), em sua forma natural ou sintética, ¢ amplamente utilizada
no ambito odontoldgico, dentre os materiais alopldsticos disponiveis. A apatita
osteocondutora promove a neoformacdo oOssea através da infiltracdo de células
osteoprogenitoras (GASSLING et al., 2010), sem induzir reacdes alérgicas no
hospedeiro, devido a auséncia de componentes organicos em sua composi¢ao
(SHIVASHANKAR et al., 2013). Além disso, a HA pode ser combinada com diversos
biomateriais, como os concentrados sanguineos, com o propdsito de potencializar o
efeito regenerativo. Entre os concentrados sanguineo utilizados na medicina
regenerativa, destacam-se o plasma rico em plaquetas (PRP) e o fibrina rica em

plaquetas (PRF).
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O PRP, concentrado sanguineo de primeira geracdo, ¢ obtido por meio de dupla
centrifugacdo do sangue, com adicdo de anticoagulantes e ativadores da coagulacdo
(ALBANESE et al., 2013). No entanto, a possibilidade de resposta imunologica devido
a associacao de aditivos como trombina bovina e cloreto de célcio no processo de
gelificagdo do concentrado (DOHAN et al., 2006) e o processamento em varias etapas,
levou ao desenvolvimento de uma tecnologia de segunda geragdo livre de agentes

exogenos e de confecg¢do simplificada.

O PRF, proposto por Choukroun em 2001, como a segunda geracdo de
concentrados sanguineos, ¢ uma matriz autdloga de fibrina com propriedades
regenerativas aplicada em diversas areas, como implantodontia, cirurgia maxilofacial,

periodontia, endodontia, entre outras.

O PRF ¢ composto por uma matriz autdloga de fibrina que retém quantidade
significativa de plaquetas, leucdcitos e fatores de crescimento, incluindo: fator de
crescimento de transformagdo beta 1 (TGF- Bl), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (DOHAN
EHRENFEST et al., 2009). A centrifugagdo resulta na formagdo de uma rede
tridimensional de fibrina mais flexivel e eldstica que promove o recrutamento de
citocinas enddgenas e a migragdo de células-tronco circulantes (DOHAN et al., 2006).
O método de producdo ¢ baseado na centrifugacdo simples do sangue em tubos de
vidro, cuja superficie de contato estimula a ativagdo da cascata de coagulacdo. Apos a
centrifugacdo, o contetido acelular plasmatico rico em fibrinogénio permanece disperso
na porcdo superior do tubo, enquanto o codgulo de fibrina estruturado permanece na
por¢cdo intermediaria e, por fim, os globulos vermelhos permanecem no segmento

inferior do tubo de coleta (DOHAN et al., 2006).
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Ao longo dos anos, a reducdo da forca de centrifugacdo relativa (RCF) e
varia¢des do tempo de centrifugacdo levaram a otimizacao bioldgica e fisico-quimica do
protocolo classico, Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos (LPRF; 700g/12min)
(DOHAN EHRENFEST et al., 2009). O conceito de centrifugacao de baixa velocidade
(LSCC) (CHOUKROUN et al., 2018). impulsionou a execucdo de protocolos com
densidade reduzida da rede de fibrina e, consequentemente, maior quantidade de células
retidas e liberagdo de fatores de crescimento aperfeicoada, como o PRF Avancado
(A-PRF; 200g/14min) e o PRF Avangado+ (A-PRF+; 200g/8min) (GAHNAATI et al.,
2014; FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2016). Foi desenvolvida ainda uma formulagao
fluida, o PRF injetavel (i-PRF; 60g/5min), produzido em tubos de plastico (MIRON et

al., 2017).

Recentemente, foi introduzida a terceira gera¢do de concentrados sanguineos,
baseada em um protocolo progressivo de centrifugacdo. O PRF Progressivo (PROPREF;
60g/5min, 200g/5 min e 700g/5min) (SABOIA-DANTAS et al., 2022), é preparado em
tubos de plastico sem aditivos e inicialmente obtido em forma fluida. Apds a
polimerizacdo por contato em uma superficie vitrea, o coagulo ¢ prensado para que
membranas sejam obtidas. Além de resisténcia a tragdo superior e possibilidade de
controle dimensional da membrana, biomateriais podem ser facilmente incorporados

(SABOIA-DANTAS et al., 2022).

A utilizagdo de produtos bioldgicos autdlogos para a biofuncionalizagdo de
materiais sintéticos desperta grande interesse clinico, uma vez que essa abordagem
oferece a possibilidade de aumentar o efeito regenerativo local (AL-MAAWTI et al.
2019; ALL-MAAWI; BLATT et al., 2021). A associag¢ao entre HA ¢ Fibrina Rica em

Plaquetas (PRF) apresenta resultados clinicos satisfatorios, com melhora do quadro pds
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operatorio, auséncia de infecgdes e reparo adequado de tecidos moles (SILVA et al.,
2020). A incorporagdo do PRF a um enxerto aloplastico oferece a vantagem de
transformar o material sintético, originalmente osteocondutor, em um material
histogénico (TIWARI et al., 2020). Entretanto, poucos estudos tém avaliado a relagdo
de propor¢ao entre HA e PRF. Portanto, o presente estudo tem como objetivo analisar o
padrdo de distribuigdo de particulas de HA associadas a diferentes protocolos de PRF e
a relacdo de propor¢do PRF/HA, por meio de microscopia de luz (ML) e

microtomografia computadorizada (micro-CT).

2. METODOLOGIA
2.1. Delineamento experimental

Participaram do estudo 4 individuos saudaveis, conforme os critérios de inclusao
e exclusao definidos para coleta de sangue. Considerou-se critérios de inclusdo: ndo ter
feito uso de anti-inflamatorios, medicacdo anticoagulante ou antibioticos nos 3 meses
anteriores ao estudo, ndo estar em periodo de gestacdo ou lactacdo, ndo apresentar
histéria de doenga periodontal ou qualquer infecg¢ao sistémica ativa e ndo ser fumante.
Os critérios de exclusao envolvem o wuso de anti-inflamatérios, medicacao
anticoagulante ou antibidticos nos 3 meses anteriores ao estudo, gestacdo ou lactagao,

histéria de doenga periodontal ou infecgdes sistémicas ativa e fumantes.

Ap6s aprovagio prévia do Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UFU) e mediante
leitura e assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foram
realizadas coletas de sangue em cada voluntario (CAAE: 51136121.0.0000.5152). Em
cada venopungao, foram coletados 48ml de sangue, distribuidos em 6 tubos de pléstico
sem aditivos, sendo 2 centrifugados a 700g/12min (LPRF), 2 centrifugados a

350g/15min (GM350) e 2 em centrifugagdo progressiva (60g/5min, 200g/5min e
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700g5min - PROPRF). O inicio da centrifugagdo (Spinlab®/ Spin 5000-8) ocorreu no

periodo maximo 3 minutos apds o inicio da coleta.

2.2. Obtencdo e preparo dos concentrados sanguineos

Apds a centrifugacdo, a por¢do acima das hemdcias, nos tubos de mesmo
protocolo, foi aspirada com auxilio de agulha e seringa (~4ml) e dispensada em
recipientes de vidro contendo 0,25g de HA (Alobone poros, Osseocon Biomateriais
Ltda., Rio de Janeiro/RJ, Brasil) (PRF-Block - Figura 1). Aguardou-se o periodo de 30
minutos para completa polimerizacdo. Em seguida, os codgulos foram prensados no
dispositivo PRF-box e as membranas produzidas foram processadas para andlise ao

microscopio de luz.

Figura 1. Preparo dos concentrados sanguineos: Sml da por¢do acima das hemadcias de
cada protocolo (LPRF, GM350 ¢ PROPRF) foram dispensados em recipientes de vidro

e combinados a hidroxiapatita sintética (A). PRF-Block obtido apds polimerizacio (B).

2.3. Andlise por microtomografia computadorizada

As membranas foram posicionadas em um dispositivo padrdo e escaneadas em
sua totalidade no Scanner Micro-CT de alta resolugdo SkyScan 1272 (Bruker, Kontich,
Bélgica). Utilizou-se energia de 70kV com resolugdo de 16pum e filtro de aluminio
(0,5mm). O calculo da porcentagem de particulas do volume total (densidade) foi

realizado no software CT Analyzer (Bruker, Kontich, Bélgica).
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2.4. Anadlise histomorfométrica

Para andlise histomorfométrica da relagdo de propor¢do PRF x HA, as
membranas foram fixadas em Karnovsky modificado (formaldeido a 10% em tampao
fosfato 0,1M e glutaraldeido a 0,1%) durante 24h. Em seguida, as amostras foram
processadas para inclusdo em metacrilato e cortes com cerca de 100um de espessura
foram obtidos em cortadeira de alta precisao ISOMET 1000 (Buehler, Sao Paulo, Sao
Paulo, Brasil). Os cortes foram corados em azul de toluidina ¢ avaliados ao ML,
considerando a area (porcentagem - %) ocupada pelo concentrado sanguineo e pelas
particulas de HA. As imagens histologicas foram visualizadas utilizando o programa
Aperio ImageScope (Copyright © Aperio Tecnologiches, Inc.2003-2014. All Rights
Reserved) e convertidas para formato TIFF, de forma a possibilitar a andlise pelo

software ImagelJ (versdo 1.52a) (Figura 2).

Figura 2. Analise histomorfométrica: regido extraida de corte histologico longitudinal

de membrana de PRF, apds binarizacdo (A), execugdo do threshold (B) e andlise da

porcentagem de hidroxiapatita (C).

2.5. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade,
apresentando distribuigdo paramétrica, e submetidos ao teste One Way Analysis of

Variance. A diferenca estatistica foi considerada significativa quando 0<0,05.
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3. RESULTADOS

Na analise por micro-CT nao foram observadas diferengas estatisticas em
relacdo a densidade de HA entre os protocolos LPRF (37,95 + 0,40), GM350 (39,13 +
2,29) e PROPRF (34,62 + 4,05; p=0,132) (Figura 3).

50.00-
40.004

30.004

BV/TV %

20.004

10.004

0.00 -
LPRF GM350 PROPRF

Figura 3. Densidade de hidroxiapatita sintética em relagdo ao volume total do
PRF-Block, para diferentes protocolos: Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos (LPRF),
Grande Membrana (GM350) e PRF Progressivo (PROPRF).

Na analise histomorfométrica ndo foram observadas diferencas estatisticas em
relacdo a porcentagem de HA entre os protocolos LPRF (37,31 +4,08), GM350 (40,58
+ 8,00) e PROPRF (40,30 + 5,83; p=0,579) (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de hidroxiapatita sintética no PRF-Block, para diferentes
protocolos: Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos (LPRF), Grande Membrana

(GM350) e PRF Progressivo (PROPRF).

4. DISCUSSAO

Abordagens com o intuito de alcangar resultados morfolégicos e funcionais
satisfatorios no reparo tecidual tem impulsionado a busca por biomateriais com
potencial histogénico adicional, especialmente quando associados a enxertos sintéticos.
A adicdo de PRF a HA confere ao enxerto aloplastico, primariamente osteocondutor
(GASSLING et al., 2010), potencial histogénico e indutor, amplificando o efeito

regenerador (AHMED et al., 2008).

Entretanto, a literatura ¢ conflitante quanto a biofuncionalizacdo de diferentes
materiais sintéticos com PRF. Estudos relatam o efeito positivo da associagao entre PRF
e HA, com aumento consideravel da contagem de osteoblastos e reducdo da atividade
osteoclastica (IHASYIMI et al., 2018), neoformacdao Ossea aumentada e acelerada
(NACOPOULOS, ACAR et al., 2014; DEENADAYALAN et al., 2015; PRADEEP et
al., 2017; AL-AHMADY et al., 2018). Beneficios foram observados em tratamentos
complexos de defeitos periodontais (RASTOGI et al., 2011), lesdes periapicais
(HIREMATH et al., 2014) e defeitos intradsseos de lesoes de furca (SALARIA et al.,
2018). No entanto, a combinagdo com enxertos aloplasticos pode ndo apresentar efeito
significativo na regeneracao Ossea (YOON et al., 2014), sendo escasso em literatura

dados pré-clinicos e clinicos (KYYAK et al., 2020).

O protocolo de terceira geracdo para producdo de PRF incorpora o conceito de

centrifugacdo progressiva, o qual possibilita a polimerizacdo lenta e gradual das
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moléculas de fibrina, com aumento significativo na quantidade de interagdes quimicas
(SABOIA-DANTAS et al., 2022), o que pode impulsionar a infiltracdo e retencao de

materiais sintéticos, como a HA.

No presente estudo, a relagdo de proporcdo de particulas de HA na
biofuncionalizagdo com PRF foi semelhante para os diferentes protocolos. Este
resultado ¢ devido, provavelmente, aos critérios de padronizagdo utilizados na
metodologia do estudo, em relacdo a quantidade de biomaterial empregada. Contudo, ¢
importante ressaltar que investigagdes adicionais sdo necessdrias para avaliar a
qualidade da ligacdo de contato entre PRF e HA, no que diz respeito a sua durabilidade

e potencial influéncia no processo de regeneracdo tecidual a longo prazo.

5. CONCLUSAO

De acordo com os protocolos avaliados e a metodologia adotada no presente
estudo, a biofuncionalizacdo de particulas de HA com PRF ocorre em proporgdes
semelhantes. Entretanto, investigacdes complementares sdo necessarias para avaliar o

grau de ligag@o e contato na area de superficie da HA.
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