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GRACIANI, J.C.A.O.R. Avaliagbes histoldgica, imuno-histoquimica,
biomecéanica e de molhabilidade da membrana de fibrina rica em
plaquetas e leucécitos de caes. Botucatu, 2021. 63p. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo do estudo foi realizar analises histologica, imuno-histoquimica,
biomecanica e de molhabilidade de membranas de fibrina rica em plaquetas e
leucécitos (L-PRF), obtidas do sangue de 10 caes higidos da raca labrador
retriever. Coletou-se amostra sanguinea da veia jugular externa com uso de
tubo a vacuo sem anticoagulante, que foi imediatamente centrifugado no
protocolo de 400g por 12 minutos, empregando centrifuga especializada.
Removeu-se o0 codgulo da L-PRF do tubo e com auxilio de espétula foi raspado
o coagulo de hemacias resguardando o “buffy coat”’. A membrana da L-PRF foi
produzida usando caixa de PRF. Na analise histologica as trés porcdes da
membrana foram identificadas, sendo a primeira composta principalmente por
eritrécitos, com baixa densidade de leucdcitos interpostos entre os mesmos; a
segunda formada por leucdcitos, predominantemente neutrofilos; e a terceira
camada, de aspecto acidofilico, composta pela rede de fibrina. Na imuno-
histoquimica todas as amostras apresentaram marcacédo positiva para VEGF e
PDGF, tanto no componente celular, como na malha de fibrina, porém com
diferentes intensidades. As avaliacdes biomecéanicas e de molhabilidade foram
efetuadas em dois momentos. As membranas L-PRF de 30 minutos
suportaram o dobro da tensdo maxima em tracdo quando comparadas com as
de 3 horas. A molhabilidade das membranas de 30 minutos foi estatisticamente
maior que as de 3 horas. Conclui-se que o protocolo de centrifugacdo
empregado permitiu o desenvolvimento da membrana da L-PRF em cées,
comprovado pelas analises histolégicas e imuno-histoquimicas, mostrando que

o tempo pode influenciar na resisténcia mecanica e de molhabilidade.

Palavras-chave: Concentrado plaquetéario; Sangue; Centrifugacdo; Animal.
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GRACIANI, J.C.A.O.R. Histological, immunohistochemical, biomechanical
and wettability evaluations of the Leukocyte- and Platelet-Rich Fibrin
membranes derived from dog’s blood. Botucatu, 2021. 63p. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study aimed to perform histological, immunohistochemical, biomechanical,
and wettability assessments of Leukocyte- and Platelet-Rich fibrin (L-PRF)
membranes, obtained from the blood of healthy dogs. Ten client-owned
Labrador retriever dogs were enrolled. Blood samples were obtained from the
external jugular vein with a vacuum tube without anticoagulant, which was
immediately centrifuged at 400 g for 12 minutes in a dedicated centrifuge. The
L-PRF clot was removed from the tube and the red clot was released from the
buffy coat with a spatula. The membrane was produced using a PRF box.
Histological examination identified the three portions of the L-PRF membranes.
The first portion was composed mainly of red blood cells with the presence of a
low number of leukocytes among them. The second portion was composed of
white blood cells, mainly neutrophils. The third portion composed of the fibrin
network was characterized by an acidophilic stain. The immunohistochemical
analysis showed that VEGF and PDGF were expressed in all samples at
different intensities, both in cellular components and fibrin mesh. The
biomechanical and wettability assessments were done in membranes 30
minutes and three hours after production. The 30-minute L-PRF membranes
supported two times the maximum stress in tension testing compared to 3-hour
L-PRF membranes. The wettability of the 30-minute sample membranes was
statistically higher than the 3-hour sample membranes. In conclusion, the
centrifugation protocol allowed producing L-PRF membrane in dogs, based on
histological and immunohistochemical analysis; the mechanical resistance and

wettability of the L-PRF membrane suffered the influence of the time.

Key words: Platelet concentrate; Blood; Centrifugation; Animal.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A preparagdo do plasma rico em plaquetas (PRP) requer uma série de
cuidados para a sua obtencao, incluindo a coleta do sangue na presenca de
um anticoagulante, necessidade de centrifugacdo em um ou dois estagios, uso
de trombina ou cloreto de célcio para a ativacdo das plaquetas e polimerizacao
da fibrina, entre outros (DOHAN EHRENFEST et al., 2009a; ARNOCZKY e
SHEBANI-RAD, 2013). Com o intuito de simplificar este protocolo e eliminar
xenofatores foi desenvolvida na Franca, por Joseph Choukroun nos anos 2000,
a fibrina rica em plaquetas (PRF), que é considerada a segunda geracdo de
concentrados plaquetarios (DOHAN EHRENFEST et al., 2012; RODRIGUES et
al., 2015). Trata-se de um biomaterial autélogo composto por fibrina, plaquetas,
fatores de crescimento e varios outros tipos celulares (DOHAN EHRENFEST et
al., 2012; RODRIGUES et al., 2015; HARTSHORNE e GLUCKMAN, 2016).

O protocolo para preparacdo do L-PRF (Fibrina rica em plaquetas e
leucécitos) € muito simples, o sangue é imediatamente centrifugado apds a
coleta para evitar a cascata de coagulacdo, desde que ndo se utiliza
anticoagulantes, podendo ser empregado protocolos de 3000rpm por 10
minutos ou 2700rpm por 12 minutos, dependendo do tipo da centrifuga
(DOHAN EHRENFEST et al., 2009a; ALIZADE et al., 2016; FEIGIN e SHOPE,
2019). O coagulo da PRF precisa ser removido apdés a centrifugacdo e
condensado para obter um cilindro ou membrana, que pode ser feito com uma
caixa de preparacdo especifica, ou entre duas gazes estéreis no caso da
membrana (DOHAN EHRENFEST et al., 2014; BORIE et al., 2015; FEIGIN e
SHOPE, 2019).

Entre as vantagens da producdo do PRF podem ser citados o baixo custo,
a facilidade de producéo e a auséncia de produtos quimicos, o que favorece o
seu uso na rotina (DOHAN EHRENFEST et al., 2009a; DOHANEHRENFEST et
al., 2014).

A composicdo do PRF consiste de uma combinagéo de citocinas, cadeias
glicanicas e glicoproteinas estruturais dentro de uma rede de fibrina
homogénea e tridimensional (DOHAN et al., 2006b; FEIGIN e SHOPE, 2019).
Entre as citocinas e fatores de crescimento identificados na PRF podem ser
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citados as interleucinas (IL-3, IL-4), fator de necrose tumoral (TNF), fator de
crescimento derivados da plagueta (PDGF) alfa e beta, fator de crescimento
transformador (TGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (FEIGIN e SHOPE, 2019).

O PRF pode ser classificado em PRF puro (P-PRF), que consiste em
preparacdo sem leucocito e com a rede de fibrina de alta densidade, e PRF rico
em leucdcitos (L-PRF), que se trata de preparacdo com leucdcitos e uma rede
de fibrina de alta densidade (DOHAN EHRENFEST et al., 2014; FEIGIN e
SHOPE, 2019).

Embora a producdo e uso da membrana da L-PRF em pacientes
humanos esteja bem caracterizada (CHOUKROUN et al., 2006; DOHAN
EHRENFEST et al., 2009a; DOHAN EHRENFEST et al., 2014; SAM et al.,
2015; DOHAN EHRENFEST et al.,, 2018; RAVI e SANTHANAKRISHNAN,
2020), em cdes a producdo deste tipo de membrana esta relacionada
principalmente ao uso experimental (ZHOU et al., 2017; LEE et al., 2019).
Neste sentido, o presente estudo avaliou um protocolo efetuado com sangue
de cdes saudaveis de uma Unica raga, visando a futura aplicacdo clinica em
casos ortopédicos. Para o desenvolvimento do assunto determinou-se o
capitulo 1 com apresentacédo da Introducdo e Revisdo da Literatura, seguido do

capitulo com o Artigo Cientifico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Concentrados plaquetérios e PRF

Os concentrados de plaquetarios constituem-se de uma suspensao
concentrada de fatores de crescimento encontrados nas plaquetas, que foram
introduzidos no final da década dos anos 90, com o0 uso do plasma rico em
plaguetas (PRP) em pacientes humanos (BORIE et al., 2015; MIRON et al.,
2017). O PRP é considerado como uma matriz de fibrina, na qual as citocinas,
fatores de crescimento e células séo aprisionadas (ALIZADE et al., 2016).

A preparacao do PRP requer uma série de cuidados, que dificultam a sua
obtencdo, tais como: coleta do sangue realizada na presengca de um
anticoagulante; centrifugacdo em um, dois ou até mesmo 3 estagios
dependendo do produto final requerido, e de forma a aumentar a concentracao
de plaquetas sem ocorrer a incorporacdo dos leucdcitos, ha a necessidade do
emprego de trombina ou cloreto de célcio para a ativacdo das plaquetas e
polimerizacdo da fibrina, embora a necessidade seja controversa (DOHAN
EHRENFEST et al., 2009a; ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013). Além disso,
o produto final € liquido e possui efeito de curto prazo (FEIGIN e SHOPE,
2019).

Segundo Prakash e Thakur (2011), o sangue tem em sua composi¢cao
células vermelhas (heméacias), células brancas (leucécitos), plaquetas e o
plasma, referida como porcado liguida do sangue, contendo em si fatores de
coagulacao, proteinas e ions. Também € considerado rico em plaquetas, as
quais contém diversos fatores de crescimento, que aceleram a cicatrizacdo. As
plaguetas possuem granulos alfa, ricos em TGF-B (fator transformador do
crescimento) entre outros componentes atuantes na cicatrizagdo, essenciais
nas etapas de recuperacao dos tecidos. O PRP (plasma rico em plaquetas) é
um produto derivado do sangue, autélogo, com baixos riscos de rejeicédo. Este
€ obtido por meio de um protocolo previamente estabelecido, sendo 0 mesmo
submetido a centrifugacdo, no qual a porcdo liquida rica em fatores de
crescimento cujo peso molecular € maior encontra-se na por¢cdo acima das

células sanguineas (PRP mais concentrado), é separado das hemacias e
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subsequentemente centrifugado em algumas etapas (dependendo do tipo de
protocolo estabelecido), é dependente de trombina bovina /ou citrato calcio
evitando assim a cascata de coagulacdo, para o processo de formacédo do
PRP. O tempo de centrifugacdo e sua velocidade interferem drasticamente na
concentracéo final de plaquetas que atuam nas etapas do processo de
hemostasia, cicatrizacdo de feridas e epitelizacdo, estimulando assim a
angiogénese (VENDRAMIN et al., 2006).

O PRP mostrou-se extremamente eficaz na aceleracao e reparacao dos
tecidos; no entanto, devido algumas possiveis contaminantes quanto a sua
producdo, como as devido a manipulacdo e separacdo das fracdes do plasma,
entre outras variaveis de processamento, viu-se a necessidade do
aprimoramento da técnica (DOHAN EHRENFEST et al.,, 2009a; DOHAN
EHRENFEST et al., 2014; FEIGIN e SHOPE, 2019).

Levando em consideracdo todos os fatores de biosseguridade a
bioengenharia tecidual desenvolveu a segunda geracdo de concentrados
plaquetéarios, denominados de fibrina rica em plaquetas (PRF), os quais sao
totalmente autélogos sem necessidade de anticoagulantes ou agentes
gelificantes, mimetizando assim o processo natural da cascata de coagulacao,
sendo mais simples, econdmico e muito seguro, levando ao desenvolvimento
de novas tecnologias para obtencdo dos concentrados plaquetarios (DOHAN
EHRENFEST et al.,, 2009a; DOHAN EHRENFEST et al., 2014; FEIGIN e
SHOPE, 2019).

As plagquetas e leucécitos estdo presentes em uma matriz de fibrina
(DOHAN EHRENFEST et al.,, 2009a; DOHAN EHRENFEST et al., 2014;
FEIGIN e SHOPE, 2019). A técnica inicial foi desenvolvida nos anos 2000, na
Franca, por Choukroun (DOHAN EHRENFEST et al., 2012).

O fibrinogénio é concentrado na porcdo superior do tubo de coleta
durante a centrifugacdo até que a trombina circulante o transforme em fibrina
(DOHAN et al., 2006a). O resultante coagulo de fibrina rico em plaquetas fica
posicionado entre o sobrenadante (camada de plasma acelular) e a base
formada pelos eritrocitos (DOHAN EHRENFEST et al., 2009a; ALIZADE et al.,
2016). As plaquetas se acumulam na porcao inferior do coagulo de fibrina, na
juncdo entre o trombo vermelho e o coagulo de PRF propriamente dito

(DOHAN et al., 2006b). O coagulo de PRF precisa ser removido apos a
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centrifugacdo e condensado para obter um cilindro ou membrana (DOHAN
EHRENFEST et al., 2014; BORIE et al., 2015; FEIGIN e SHOPE, 2019). Séo
consideradas vantagens do PRF o baixo custo, a facilidade de producéo e a
auséncia de produtos quimicos (DOHAN EHRENFEST et al., 2009a; DOHAN
EHRENFEST et al., 2014).

Os concentrados plaquetéarios séo classificados em categorias, tais como,
PRP puro ou pobre em leucécitos (P-PRP); PRP com leucocitos (L-PRP);
coagulo de fibrina rico em plagquetas puro, ou puro PRF (P-PRF); e coagulo de
fibrina rico em plaquetas e leucdécitos, ou PRF rico em leucdcitos (L-PRF)
(DOHAN EHRENFEST et al., 2009a; DOHAN EHRENFEST et al., 2012,
ARNOCZKY e SHEBANI-RAD, 2013). Estes concentrados podem ser
produzidos por meio de protocolos manuais ou de forma totalmente
automatizada (DOHAN EHRENFEST et al., 2009a). Uma outra modalidade é a
fibrina rica em plaqueta avancada (A-PRF), produzida com velocidade e forca
de gravidade menores que a usada para producdo da L-PRF (DOHAN
EHRENFEST et al.,, 2018). Além disso, existe a fibrina rica em plaqueta
injetavel (i-PRF), que consiste na camada liquida superior do sangue sem
anticoagulante centrifugado a 700 rpm por 3 minutos (60x g) (MIRON et al.,
2017c).

A composicdo da PRF consiste de uma combinacdo de propriedades
como citocinas, cadeias glicanicas e glicoproteinas estruturais dentro de uma
rede de fibrina (DOHAN et al., 2006b; FEIGIN e SHOPE, 2019). A PRF pode
também servir como veiculo para o transporte células envolvidas na
regeneracao de tecidos, com liberacdo de fatores de crescimento por um
periodo entre uma e quatro semanas (BORIE et al., 2015). O coagulo da L-PRF
tem em sua estrutura plaquetas e mais de 50% de leucécitos correspondentes
a coleta inicial do sangue, com uma forte arquitetura de fibrina e distribuicéo
tridimensional das plaquetas e leucécitos (DOHAN EHRENFEST et al., 2012).
As plaguetas se acumulam principalmente na juncdo entre as hemacias e 0
coagulo da PRF propriamente dito, e as citocinas permanecem na malha de
fibrina (FEIGIN e SHOPE, 2019).

A L-PRF Possui grande potencial antimicrobiano, além disso, € capaz de
aumentar a fixacdo dos osteoblastos, a proliferacdo e, simultaneamente, a

regulacdo da producdo de proteina relacionada ao colageno, tudo o que
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efetivamente promove a regeneracdo 0ssea e também pelo grande potencial
antimicrobiano na regeneracéo tecidual (DOHAN EHRENFEST et al., 2009a;
ALIZADE et al., 2016; FEIGIN e SHOPE, 2019).

Um estudo efetuado por Dohan Ehrenfest et al. (2010) com sangue de
homens saudaveis demonstrou que o uso de tubo de vidro ou de plastico
recoberto com vidro, assim como o tipo compressédo (forcada — efetuada com
uma colher de metal; ou suave — liberagcédo vagarosa do soro em copo de metal)
nao influenciaram na arquitetura final da membrana de PRF. Esta
macroscopicamente continha um corpo principal (por¢cdo de fibrina com
coloracdo amarela), uma por¢cdo no final do codgulo de coloracdo vermelha
(hemacias), entre as duas areas o “buffycoat’” de coloragdo esbranquigada.
Histologicamente pela coloracdo de hemalum e eosina, a matriz de fibrina
mostrou-se homogénea e o0s agregados de plaguetas apresentaram-se de
coloracdo azul escura; contudo, o citoplasma dos leucdcitos e hemacias nédo
foram facilmente identificadas. No tricrbmico de Masson as heméacias
mostraram-se coradas de vermelho brilhante e facilmente distinguiveis, porém
os leucacitos foram de dificil identificacdo dentro do agregado plaquetario.

A membrana da PRF é considerada flexivel, elastica e muito forte, o que
reflete a organizacao tridimensional da matriz de fibrina (DOHAN EHRENFEST
et al., 2009a). Além disso, a membrana é considerada uma matriz que contém
todos os elementos celulares e moleculares para uma cicatrizacdo adequada,
ou seja, plaquetas, leucécitos, citocinas e presenca de células tronco
circulantes (CHOUKROUN et al., 2006).

Um estudo in vitro que colocou membrana da L-PRF em meio de cultura,
mostrou que a membrana permaneceu solida e intacta por 7 dias e liberou de
forma continua os fatores de crescimento, produzidos em parte significante
pela populacdo celular da membrana (DOHAN EHRENFEST et al.,, 2014).
Outro estudo que comparou a liberacdo dos fatores de crescimento,
qguantificados pelo método ELISA, mostrou que o PRP apresentou maior
liberacdo nos momentos iniciais, a PRF exibiu liberacdo continua por um
periodo de 10 dias, e 0 A-PRP liberou quantidades totais de fatores de
crescimento significativamente maiores comparadas a PRF tradicional
(KOBAYASHI et al., 2016).
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Dohan Ehrenfest et al. (2018) analisaram a influéncia de quatro
centrifugas disponiveis comercialmente (Intra-Spin, A-PRF 12, Salvin 1310 e
LW - UPDB8) para a producado da L-PRF, usando o protocolo de 400g de forca
por 12 minutos, com o sangue colocado em tubos de plastico revestidos de
vidro. Foram observadas diferencas de vibracbes em relacdo a centrifuga L-
PRF original (Intra-Spin), sendo que se as vibragdes radiais sobem acima de 1
pode haver danos significativos no conteudo de células sanguineas. Desta
forma, os autores concluiram que as caracteristicas da centrifuga podem
influenciar na producdo de células, fatores de crescimento e arquitetura de
fibrina.

Para comparar trés diferentes centrifugas comercialmente disponiveis,
sendo duas de angulo fixo (Intra-Spin e Duo Quattro) e uma centrifuga
horizontal (Eppendorf 5702), e protocolos liquidos e solidos da PRF obtidos de
sangue humano, Miron et al. (2019) propuseram um meétodo de quantificar as
células, por meio de pipetagem sequencial (1 mL) de camadas da porcao
superior para a inferior, totalizando 10 mL. O protocolo da L-PRF (2700 rpm x
12 minutos) produziu um codgulo com a maioria das plaquetas e leucdcitos
concentrados dentro do “buffycoat”, com nenhuma célula encontrada nos
primeiros 4mL da pipetagem. No protocolo da A-PRF (1300 rpm x 8 minutos)
foi notado que as plaquetas se distribuiam uniformemente em toda a PRF. A i-
PRF promoveu a concentracdo mais alta de leucécitos/plaquetas, porém o
namero total foi inferior. Por sua vez, a centrifugacdo horizontal produziu
significativo aumento em nuimero e concentracao de plaguetas e leucécitos (até

3,5 x superior tanto para PRF sélido como o liquido).

2.2 Uso do PRF

Uma revisao sistematica, realizada por Miron et al. (2017a), revelou que o
uso da PRF em odontologia em pacientes humanos apresentou resultados
promissores para reparo periodontal de defeitos intradsseos e de furca, bem
como na cobertura radicular de recessdes gengivais, além de ser capaz de
diminuir a infeccdo apoOs extragdo dentéria. Em outro estudo sistematico foi
também observado que o PRF foi capaz de melhorar a cicatrizagdo do tecido

mole em varios modelos animais, associado principalmente ao aumento da
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angiogénese (MIRON et al., 2017b). Além disso, estudos em animais incluem
regeneracao e consolidagcédo 6ssea, bem como preservacao do rebordo alveolar
(FEIGIN e SHOPE, 2019). Algumas aplicacdes também tém sido realizadas na
medicina do esporte e na area ortopédica em pacientes humanos (DOHAN
EHRENFEST et al., 2014). Segundo Feigin e Shope (2019), o uso clinico em
casos clinicos em pequenos animais € ainda limitado, porém transpondo o
utilizado em pacientes humanos existem varias possibilidades para o seu uso
em cirurgia oral. Alguns exemplos da utilizacdo experimental em cées serdo
apresentados a seguir.

A membrana de fibrina rica em plagueta autéloga foi empregada, por
Visser et al. (2011), em defeitos induzidos no terco central do tendéo patelar de
cdes beagles, porém ndo ocorreu diferenca significativa na qualidade
histolégica comparado ao controle sem tratamento. Para confeccdo de
membrana, sangue foi coletado em tubo com citrato de sodio, que foi
centrifugado a 1.100 X g por 6 minutos para criar um sobrenadante, o qual foi
colocado em vidro que continha cloreto de célcio. Este foi entdo centrifugado a
4.500 X g por 25 minutos para criar a membrana.

Feridas incisionais de 10 cm em ambas os lados da coluna vertebral de
15 caes sem raca definida, foram induzidas por Alishahi et al. (2013), sendo
gue em um dos lados foi aplicado coagulo da PRF (3000 rpm por 10 minutos
com centrifuga de mesa), antes da aplicacdo de sutura. Os resultados
mostraram que histologicamente ocorreu uma aceleragcédo na epitelizacdo com
0 uso do coagulo da PRF.

Zhou et al. (2017) avaliaram o uso de membrana da PRF no tratamento
endodéntico regenerativo em lesbes induzidas em beagles, tendo sido
promovido trés grupos, ou seja, controle, coagulo, coagulo com a PRF. Para
produzir a membrana, o coagulo de PRF foi comprimido com gazes estéreis e
cortado em pedacos de 1 X 1 mm? e no momento da aplicacdo fragmento de
PRF foi colocado dentro do canal misturado com sangue. O coagulo e o
coagulo com a PRF promoveram melhora na cicatrizagao periapical, induziram
0 desenvolvimento da raiz e reforgaram a estrutura dentéria, porém nao houve
beneficio adicional com o acréscimo da PRF.

Para avaliar o efeito da membrana da L-PRF, produzida com 10mL de

sangue centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos utilizando a centrifuga
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Medifug, no aumento alveolar residual lateral, Lee et al. (2019) utilizaram oito
cdes sem raca definida, que tiveram os pré-molares inferiores extraidos
seguido de trés defeitos induzidos na crista lateral. Na segunda etapa do
experimento, quando foram aplicadas membranas, tanto as reabsorviveis como
as da L-PRF foram suturadas com poliglactina 910 (4-0) foi concluido ser a L-

PRF uma excelente membrana de barreira.

2.3 Histologia e imuno-histoquimica dos agregados plaquetarios

Dohan Ehrenfest et al. (2009b) mostraram por estudo in vitro que
membranas da PRF produzidas com sangue de dois homens e duas mulheres,
liberam altas quantidade de fatores de crescimento (TGF (-1, PDGF-AB,
VEGF) e glicoproteinas, matriz celular (trombospondina-1, TSP-1) durante sete
dias, por meio de quantificagcdo por Elisa. O liberar de TSP-1 pode ser um
indicativo do emprego da membrana como agente anti-hemorragico em sitio
cirdrgico.

Em estudo de Ghanaati et al. (2014) relativo ao coagulo da PRF (2700
rpm por 12 minutos) e avancado PRF (A-PRF) (1500 rpm por 14 minutos),
produzidos com sangue humano, foi observado no histoquimico (HE, Mason-
Goldner, Giemsa) que a PRF continha fibrina densa com minimo espaco
interfibroso e presenca de células ao longo do coagulo, as quais diminuiam em
direcdo as porcdes mais distais, ao passo que na A-PRF foi identificada
estrutura mais frouxa com mais espaco interfibroso e células uniformemente
distribuidas ao longo do coagulo. No exame imuno-histoquimico, os mondcitos,
linfécitos T e B, e células-tronco (CD34) foram observadas em ambos e
localizados nas proximidades do “buffycoat”. Embora as plaquetas tenham sido
detectadas em todo o coagulo e ambos preparados, na A-PRF estas foram
observadas principalmente na porgao distal, longe do “buffycoat”.

Nishimoto et al. (2015) produziram a PRF com sangue de homens
saudaveis, sendo que os tubos foram deixados em repouso por 0, 15, 30 e 60
minutos antes da centrifugacdo a 400 g por 10 minutos. Foi observado que
guanto mais tempo de repouso, antes da centrifugacdo, menor a PRF obtida. A
guantidade de fatores de crescimento foi mais alta que no sangue periférico

guando o sangue foi imediatamente centrifugado, porém nao houve diferencas
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nos outros tempos. Além disso, a concentracdo dos fatores de crescimento
(PDGF e TGFR) pela imuno-histoquimica foi mais alta na por¢cdo inferior da
PRF. No exame histolégico com a coloracdo com Giemsa, as plaquetas
apresentaram-se densas na interface entre a parte amarela e vermelha do gel,
mas ndo foi possivel distinguir a presenca de ativacdo. As células
mononucleadas foram verificadas nas mesmas areas das plaquetas, com as
quais se misturavam, ao passo que as ceélulas polinucleadas foram
identificadas na porcao vermelha.

Yajamanya et al. (2016) avaliaram histologicamente (método de citologia
de bloco celular com coloracdo de hematoxilina e eosina) coagulos da PRF
produzidos em trés grupos etarios de voluntarios humanos: G1 - 20 a 39 anos,
G2 — 40 a 59 anos, G3 — 60 anos e acima. Independente da faixa etaria, foi
identificada uma camada mais externa de hemacias, seguida pela densa
camada de rede de fibrina com presenca de um numero alto de plaquetas e
leucdcitos, e na sequéncia havia uma rede de fibrina frouxa com
aprisionamento reduzido de plaquetas e leucdcitos. Com o aumento da idade
ocorreu uma diminuicdo da rede de fibrina densa e aumento da fibrina do tipo
frouxo. Além disso, foi observada variacdo no numero de plaquetas e
leucdcitos aprisionados na rede de fibrina em relacdo a idade.

Um estudo realizado por Bai et al. (2017), com gel da PRF produzido com
sangue de coelhos (3000 rpm por 10 minutos), demonstrou que pela histologia
(coloragbes de Hematoxilina eosina e tricromico de Mason) e microscopia
eletrbnica a rede de fibrina mais proxima da camada de hemacias possuia
pequenos poros e estrutura ultra compactada com muitas plaquetas
incorporadas, ao passo que a mais proxima da camada do plasma continha
poros mais largos e estrutura menos compacta. Adicionalmente foi verificado
gue a extremidade das hemacias do gel de fibrina possuia maior concentracéo
de plaquetas e citocinas.

As propriedades imuno-histologicas da PRF liofilizada (Ly-PRF) foram
comparadas a da PRF fresco, ambas produzidas com sangue de dois
voluntarios humanos, por Zhang et al. (2017). Na microscopia de luz ambos
tinham uma rede de fibrina, que foi mais intensa na camada mais externa e
com presenca de leucécitos (ndcleo em azul). Na analise imuno-histoquimica

as laminas de ambos preparados ndo mostraram diferencas em PDGF-BB,
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TGF-B1, IL-1, e na expressdao de TNF, porém a expressdo da IL-4 foi
significativamente maior na Ly-PRF.

Fujioka-Kobayashi et al. (2020) avaliaram coagulos da PRF obtidos com
sangue de voluntarios humanos, que foram produzidos com centrifuga de
angulo fixo (2700 rpm por 12 minutos) ou centrifuga horizontal (700 g por 8
minutos), sendo que esta Ultima requer um tempo 2/3 da centrifugacdo de
angulo fixo. Macroscopicamente o coagulo (L-PRF) produzido na centrifuga de
angulo fixo apresentou uma separacao inclinada do plasma e da camada de
hemacias, com pontos vermelhos verificados na superficie distal do tubo. Por
sua vez, na centrifuga horizontal foi notada uma separacéo clara e distinta das
camadas (H-PRF). Histologicamente a maior parte das células foi localizada na
superficie distal na preparacédo protocolo da L-PRF, ao passo que as células
foram distribuidas mais uniformemente na preparacédo da H-PRF. Em ambos os
protocolos, um maior nimero de plaquetas e especialmente leucécitos foram
localizados dentro da regido do “buffy coat’. Os autores concluiram que a
centrifugacéo horizontal resultou em uma separacdo mais uniforme das células
sanguineas de coagulos da PRF.

Membranas da L-PRF produzidas com sangue de felino doméstico foram
analisadas por Castilho et al. (2021). A centrifugacdo foi a 650 g por 12
minutos, sendo a membrana produzida com caixa metalica apropriada. A
analise imuno-histoquimica demonstrou expressdo do VEGF e PDGF. A
microscopia eletronica de varredura mostrou que a arquitetura tridimensional

da rede de fibrina era mais compacta na area proxima a camada leucocitaria.

2.4 Propriedades mecanicas das membranas de PRF

Teste de tracdo uniaxial foi realizado em seis membranas de L-PRF em
formato de “osso de c&o” produzidas de sangue humano, com velocidade 10
mm/minuto, por Madurantakam et al. (2015). Os resultados demonstraram o
comportamento viscoelastico da L-PRF, que embora tenha mostrado modulo
de elasticidade baixo (0,47 MPa), mostrou-se resistente (energia para quebra,
5N mm) e capaz de sofrer deformacdes significativas. No teste de resisténcia

de retencdo de sutura, um indicador da capacidade da membrana de ser
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suturada aos tecidos, sugeriram um material significativamente resistente e
deformével.

Sam et al. (2015) compararam as propriedades mecanicas de membranas
da PRF produzida com o sangue de um homem de 26 anos, com membranas
disponiveis no mercado para a regeneragdo 0ssea guiada. As membranas
foram cortadas em tiras (10 mm x 5 mm) e hidratada com solugéo tampéao de
fosfato (pH = 7,4) antes de serem submetidas aos testes mecanicos. O modulo
de elasticidade e rigidez das diferentes membranas foram efetuados com teste
de endentacdo de superficie (Triboindenter T1 950), com carga menor que
lum. Foram determinadas cinco leituras de diferentes locais para cada
membrana e o valor médio calculado. Os mddulos de elasticidade de Young
foram 0,35 GPa, 2,74 GPa e 1,92 GPa, e os valores de rigidez foram 10,67
Mpa, 110,7 MPa e 90,5 Mpa, respectivamente, para as membranas da PRF,
coldgeno bovino e colageno de peixe. Desta forma, a membrana da PRF nédo
atingiu as propriedades desejadas, quando comparada com as membranas de
colageno.

Khorshidi et al. (2016) compararam as propriedades mecanicas de
membranas da L-PRF e PRGF (preparacdo rica em fator de crescimento)/
Endoret confeccionadas a partir de sangue homens saudaveis. A PRGF/
Endoret desenvolvida por uso de ativador de citrato de sddio. A forca de tenséo
foi avaliada com emprego de méaquina de teste universal, usando membrana
confeccionadas em molde de “osso de céo”. A resisténcia a tragdo da L-PRF
(valor médio de 0,20 + 0,06 MPa) foi significativamente maior do que a
PRGF/Endoret (valor médio de 0,14 + 0,07 MPa), o que provavelmente tera
implicacdo clinica quando da aplicacdo de sutura e suporte na regeneracao
periodontal.

A partir de amostras de sangue coletadas (9 mL) de quatro doadores
humanos saudaveis, Isobe et al. (2017) comprimiram os coagulos da A-PRF e
CGF (coagulo de fibrina) apds a remocéo da fracdo de hemacias para formar
membranas de 1mm de espessura. Estas foram preservadas em gaze
umedecida (solucdo fisiolégica) por no maximo de 3 horas até o teste
biomecanico ser efetuado. Por sua vez, coagulos de fibrina derivada de plasma
pobre em plaquetas (P-PTF) foram preparados pela adicao de trombina bovina,

sendo entdo comprimidos e preservados em gaze umedecida até o teste
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biomecanico. Um teste de tracao foi realizado na velocidade de 1 mm/minuto,
em maquina de ensaio universal (capacidade maxima da célula de carga de
500 N), em condi¢cdes ambientais padrdao de 25 + 3°C. As amostras foram
seguras em garras com protecdo de borracha para evitar o deslizamento e o
comprimento entre as garras foi mantido em 10mm. obtidos pelo médulo de
Young, resisténcia maxima a tracdo e tensdo até a ruptura. Os dois primeiros
ndo demonstraram diferencas entre as membranas; contudo, a tensdo na
ruptura das membranas de P-PTF foi significativamente inferior as membranas
de CGF, sendo considerada mecanicamente mais fraca que as demais.

Aggour et al. (2017) coletaram sangue de 10 pacientes humanos
saudaveis (7 tubos de 9mL de cada voluntario) para producdo da matriz fibrina
em plaqueta (PRFM), com uso de cloreto de potassio, e da L-PRF. Para o
desenvolvimento das membranas, os coagulos foram comprimidos entre duas
gazes cirurgicas. As membranas foram cortadas em espécimes de 10 mm x 5
mm e estocadas em solucdo salina estéril a 4°C, sendo testadas apds cinco
dias da preparacdo. Os testes foram executados com maquina de teste
universal a 25°C de temperatura ambiente. Foi empregada carga de tracao de
10N, na velocidade de 2 mm/minuto. A resisténcia a tracdo e a deformacao
maxima de tracdo do grupo L-PRF (Forca de tenséo: 0,11045 MPa, Modulo de
elasticidade: 0,0764 MPa) foram significativamente maiores do que PRFM,
porém a rigidez (modo de elasticidade) foi maior no PRFM (Forca de tenséo:
0,0852 MPa, Mdadulo de elasticidade: 0,1173 MPa).

Kardos et al. (2018) compararam as propriedades mecanicas e biolégicas
de membranas da PRF desenvolvidas em tubos de vidro (método tradicional) e
com um sistema fechado de seringa (hypACTInject), empregando sangue de
humanos saudaveis. O teste de tracdo foi realizado nas membranas frescas,
congeladas (-20°C) e liofilizadas (-80°C), usando maquina de teste universal
(velocidade de 10 mm/minuto). Para determinar a forca de tragdo,as amostras
com 10 mm de diametro e 25 mm de comprimento foram fixadas com grampos
envoltos com borracha para evitar o deslizamento, mantendo a distancia de
5mm. As membranas produzidas em seringa apresentaram melhores
caracteristicas de manipulacdo, sem compromisso das propriedades

bioldgicas. Apenas as amostras congeladas da membranas produzidas em
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seringas mostraram estatisticamente maior forca de tragdo comparadas as
membranas frescas.

Foram preparadas, por Rahman et al. (2019), 15 membranas da A-PRF
com sangue de voluntarios humanos saudaveis (1500 rpm por 14 minutos).
Nove amostras foram tratadas com 0,1% de glutaraldeido por 10 minutos e as
demais foram deixadas sem tratamento. Para confeccdo da membrana foi
usado um molde em formato de osso de céo. Os testes foram em maquina de
teste universal com capacidade de carga maxima de 500N, em condicéo
ambiental padréo de 25 = 3°C e umidade relativa 50 + 25%, com velocidade de
2 mm/minutos. As extremidades das membranas foram presas a maquina com
clipes, com distancia de 10mm. A forca de tracdo e a resisténcia foram
significativamente maiores, com valores respectivamente de 0,16 + 0,20 MPa e
0,20 + 0,03, no uso da ligacdo cruzada pelo glutaraldeido, comparado as
membranas sem tratamento, com valores respectivamente de 0,07 + 0,01 MPa
e 0,10 £ 0,02.

Ravi e Santhanakrishnan (2020) empregaram amostras de sangue de
cinco pacientes humanos saudaveis para a producdo de membranas da A-PRF
(21060 rpm por 14 minutos), L-PRF (1960 rpm por 12 minutos) e T-PRF (1960
rpm por 12 minutos em tubo de titanio), com o emprego de centrifuga de mesa.
Foi desenvolvido um molde em formato de osso de cédo para obter amostras
uniformes (comprimento 31 mm, 2 mm espessura, 2 mm de largura na parte
central e 6mm nas extremidades), na qual foi colocado o coagulo da PRF de
cada tipo de centrifugacdo. Apo6s 10 minutos da compressdo com tampa, a
membrana foi produzida para o teste de tracdo com maquina de teste
universal. As extremidades foram presas nas garras da maquina sem tensao,
sendo aplicada velocidade de carregamento 1 mm/minuto. Foi registrada a
carga maxima na falha e a forca de tracdo sendo calculada pela férmula: [forca
maxima (N)/ unidade de area (m?)]. O médulo de elasticidade foi obtido pela
tensdo/deformacdo e a éarea total da curva. A forca de tracdo e modulo de
elasticidade foram maiores na membrana da T-PRF, seguido pela membrana
da A-PRF e por ultimo a da L-PRF (forca de tenséo: 290.076 MPa, modulo de
elasticidade: 98,01 MPa).
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Aktaset al. (2020) coletaram 5 a 7 ml de sangue de coelhos, que foi
centrifugado a 3000rpm por 10 minutos formando trés camadas. Para
confeccdo da membrana, a camada média foi colocada em uma grade e
compactada com a tampa da caixa por 10 minutos. Uma das amostras da PRF
foi colocada em 20% ABS (Ankaferdblood stopper - extrato de ervas usado
para hemostasia) e solucdo salina 80% por 5 minutos. As propriedades
mecanicas das membranas foram avaliadas em maquina universal com
velocidade de 50 mm/minuto e com comprimento de 20 mm. A PRF combinada
com ABS mostraram melhores propriedades fisicas, sendo associado a rede
adicional sobre a tela de fibrina. A forca maxima da PRF foi 294,19 + 255,54 e
a da PRF combinada com ABS 254,01 + 145,20.
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Avaliacfes histoldgica, imuno-histoquimica e biomecanica da membrana

de fibrina rica em plaguetas e leucocitos de cées

RESUMO

O objetivo do estudo foi realizar analises histologica, imuno-histoquimica,
biomecanica e de molhabilidade de membranas de fibrina rica em plaquetas e
leucécitos (L-PRF), obtidas do sangue de 10 cdes higidos da raca labrador
retriever. Coletou-se amostra sanguinea da veia jugular externa com uso de
tubo a vacuo sem anticoagulante, que foi imediatamente centrifugado no
protocolo de 400g por 12 minutos, empregando centrifuga especializada.
Removeu-se o0 codgulo da L-PRF do tubo e com auxilio de espétula foi raspado
0 coagulo de hemacias resguardando o “buffy coat”. A membrana da L-PRF foi
produzida usando caixa especializada da PRF. Na analise histolégica as trés
porcdbes da membrana foram identificadas, sendo a primeira composta
principalmente por eritrécitos, com baixa densidade de leucdcitos interpostos
entre os mesmos; a segunda formada por leucécitos, predominantemente
neutroéfilos; e a terceira camada, de aspecto acidofilico, composta pela rede de
fibrina. Na imuno-histoquimica todas as amostras apresentaram marcacao
positiva para VEGF e PDGF, tanto no componente celular, como na malha de
fibrina, porém com diferentes intensidades. As avaliacdes biomecéanicas e de
molhabilidade foram efetuadas em dois momentos. As membranas da L-PRF
de 30 minutos suportaram o dobro da tensdo méxima em tracdo quando
comparadas com as de 3 horas. Os testes de molhabilidade das membranas
de 30 minutos foram estatisticamente maior que as de 3 horas. Conclui-se que
o protocolo de centrifugacdo empregado permitiu o desenvolvimento da
membrana da L-PRF em caes, comprovado pelas analises histologicas e
imuno-histoquimicas, e o tempo pode influenciar na resisténcia mecanica e de
molhabilidade das membranas da L-PRF.
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1 INTRODUCAO

A fibrina rica em plaquetas (PRF), considerada a segunda geracédo de
concentrados plaquetérios, trata-se de biomaterial autélogo produzido sem
necessidade de anticoagulantes ou agentes gelificantes, onde as plaquetas e
leucdcitos estdo presentes em uma matriz de fibrina (Dohan Ehrenfest et al.,
2009; Dohan Ehrenfest et al.,, 2012; Dohan Ehrenfest et al., 2014; Feigin e
Shope, 2019). Na preparacdo da PRF o sangue € imediatamente centrifugado
apos a coleta, para evitar a cascata de coagulagédo, desde que ndo se utiliza
anticoagulantes (Dohan Ehrenfest et al., 2009; Alizade et al., 2016; Feigin e
Shope, 2019). Entre as vantagens do método podem ser citados o baixo custo,
a facilidade de producéo e a auséncia de produtos quimicos, o que favorece o
seu uso na rotina (Dohan Ehrenfest et al., 2009; Dohan Ehrenfest et al., 2014).

A composicdo da PRF consiste de uma combinacao de citocinas, cadeias
glicanicas e glicoproteinas estruturais dentro de uma rede de fibrina
homogénea e tridimensional (Dohan et al., 2006; Feigin e Shope, 2019). Entre
as citocinas e fatores de crescimento identificados na PRF podem ser citados
as interleucinas (IL-3, IL-4), o fator de necrose tumoral, fator de crescimento
derivados da plaqueta (alfa e beta), fator de crescimento transformador, fator
de crescimento semelhante a insulina, fator de crescimento endotelial vascular
(Feigin e Shope, 2019).

A PRF tem apresentado resultados promissores em pacientes humanos
para reparo periodontal de defeitos intradsseos e de furca, bem como na
cobertura radicular de recessfes gengivais, além de ser capaz de diminuir a
infeccdo apds extracdo dentaria (Miron et al.,, 2017a). Algumas aplicacdes
também tém sido efetuadas na medicina do esporte e na area ortopédica
(Dohan Ehrenfest et al., 2014). O uso em casos clinicos em pequenos animais
€ ainda limitado (Soares et al., 2018), porém transpondo o utilizado em
pacientes humanos ha varias possibilidades para emprego em cirurgia oral
(Feigin e Shope, 2019), bem como na area ortopédica.

Embora a membrana da PRF esteja bem caracterizada, quando
produzida com sangue de pacientes humanos (Choukroun et al., 2006; Dohan
Ehrenfest et al., 2009; Dohan Ehrenfest et al., 2014; Sam et al., 2015; Dohan
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Ehrenfest et al., 2018; Ravi e Santhanakrishnan; 2020), os estudos relativos a
producdo de membrana com sangue de cdes encontram-se no uso dos
mesmos como modelo experimental, tais como no tratamento endodontico
regenerativo (Zhou et al., 2017), na regeneracdo 0ssea no aumento alveolar
residual lateral (Lee et al., 2019), entre outros.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi realizar analises
histol6gica, imuno-histoquimica, biomecanica e de molhabilidade das
membranas de fibrina rica em plaguetas e leucécitos (L-PRF), obtidas do

sangue de cédes higidos de uma mesma raga.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e Ambiente de Experimentacéao

A metodologia adotada no presente foi aprovada pela Comissédo de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, numero
0002/2021-CEUA (Anexo 1). Os tutores dos cédes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram utilizados 10 cées higidos da raca labrador retriever, 6 machos e 4
fémeas, com idade entre 4 e 12 anos (média de 6,7 anos e desvio padrdo de
5,7), pesando entre 35 e 55 kg (média de 43,3kg e desvio padrédo de 14,1). A
comprovacgdo da higidez foi estabelecida pelo histérico clinico, exame fisico,
hemograma completo e andlises bioquimicas (ureia, creatinina, fosfatase
alcalina, alanina aminotransferase, glicose). Como critério de inclusdo foram
cées higidos com idade acima de 2 anos. Como critérios de exclusdo foram,
uso recente ou cronico de medicacdes, ter realizado procedimentos cirargicos a
pelo menos trés meses, alteracbes no hemograma e/ou nas analises
bioquimicas. As Figuras 1, 2, 3 e 4 ilustram alguns passos do estudo.

De todos os animais foi colhido sangue para producdo de membranas
para os estudos histologico e imuno-histoquimico. Aleatoriamente foi colhido
sangue dos cédes para producdo de membranas destinadas para as analises

biomecanica e de molhabilidade.
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Figura 1. Fase Pré-coleta e Coleta de sangue

Figura 2. Centrifugacao

Figura 3. Padronizagao
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Figura 4. Separacao

2.2 Coletade sangue e preparacao das membranas da L-PRF

Para a coleta das amostras sanguineas pela veia jugular externa (8 mL),
a regiao cervical foi submetida a tricotomia e antissepsia com clorexidine
alcoolico. Foi utilizado Tubo a Vacuo Com Ativador de Coagulo de 10mL,
produzido em politereftalato de etileno e recoberto com silica (Global
Medicare), e agulha multipla vacuo para coleta de sangue 25 x 0,8mm
(21GX1”) com adaptador.

Apos a coleta, o tubo a vacuo foi imediatamente centrifugado com uso de
centrifuga especializada (FibrinFUGE® - LC-04P-S/LCD; Montserrat Import &
Export; Sdo Bernardo do Campo, Brasil), no protocolo de 400g por 12 minutos.
Para calibragem da centrifuga foi colocado outro tubo para coleta de sangue a
vacuo contendo 8 mL de agua, no sentido oposto ao tubo com sangue (Figura
5). Apos a centrifugacdo, os tubos foram removidos da centrifuga para a
identificacdo da camada de hemacias, o coagulo da fibrina (L-PRF) e o plasma
pobre em plaquetas (PPP), respectivamente, no fundo, centro e topo do tubo.
O “buffy coat” foi posicionado entre o coagulo de hemacias e o coagulo de
fibrina.
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Figura 5. Tubo com sangue e tubo com agua posicionados em sentido oposto
para calibragem da centrifuga especializada e ao lado direito o Estojo metdlico
Fibrin box®.

Com todo o material devidamente esterilizado, empregou-se uma pin¢a
dente de rato cirdrgica para remocdo do coagulo da L-PRF do tubo de

centrifugacéo (Figura 6).

Figura 6. Coagulo da L-PRF sendo removido do tubo de centrifugacédo, no qual
se observa a por¢cao da fibrina de coloracdo amarela no topo e a porgcédo de
hemécias na base.
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A fracdo de hemacias foi raspada com auxilio de espatula metélica,
porém preservando o “buffy coat”. Na sequéncia, o coagulo da L-PRF foi
colocado sobre a malha metalica perfurada (20cm x 10cm x 3cm) e comprimido
com auxilio da tampa de metal com peso de 116 gramas (Fibrin box®;
Montserrat; Sdo Paulo, Brasil), por um periodo de 10 minutos (Figura 7).
Finalizado este estagio, a tampa foi removida para a coleta da membrana da L-

PRF, recém produzida.

(b)

Figura 7. Estojo Fibrin box® na qual se observa a malha metalica perfurada e
membranas da L-PRF antes (a) e apos (b) a remocdo da tampa de
compressao.
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2.3 Processamento histologico e analise das membranas da L-PRF

As membranas da L-PRF foram acondicionadas em cassetes
devidamente identificados e fixadas em solucdo de formalina tamponado 10%
por 24 horas. A membrana foi seccionada em trés por¢des, dividindo-a em
porgdo proximal, central e distal com cortes longitudinais (Figura 8). As
amostras foram entédo processadas com emprego de equipamento automatico
para desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Foram obtidos cortes
histologicos de 4um de espessura, 0s quais foram corados por hematoxilina e
eosina (HE). Posteriormente as amostras foram avaliadas em microscopio
optico, nos aumentos de 5x, 10x, 20x e 40x. Foi realizada uma avaliacdo
qualitativa, que incluiu a qualidade e o aspecto da rede de fibrina, bem com a
identificacdo das células presentes nas diferentes por¢cdes de composicdo da
membrana.

Figura 8. Forma de seccdo da membrana da L-PRF em trés porg¢des, incluindo
a malha de fibrina, ‘buffy coat” e area das hemacias.
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2.4 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada utilizando a técnica da Horseradish
peroxidase (HRP) e 3,3'-Diaminobenzidina (DAB), como previamente descrito
(CASTILHO et al., 2021). Brevemente, foram realizados novos cortes dos
blocos de parafina e foram dispostos em laminas com carga positiva (Knittel®,
Alemanha) e desparafinizados. Posteriormente, as laminas foram submetidas a
recuperacdo antigénica utilizando solucéo tampao de citrato pH 6.0 na panela
de pressdo (Pascal®, Dako, Carpinteria, EUA). O bloqueio de proteinas e
peroxidase endégena foi realizado com solugdo comercial (Dako, Carpinteria,
EUA), por 30 e 10 minutos, respectivamente. Posteriormente os anticorpos
mouse monoclonal anti-VEGF-A (Cell signaling, Danvers, MA) e o anticorpo
mouse monoclonal anti-PDGF (Cell signaling, Danvers, MA) foram utilizados na
diluicdo de 1:50 e 1:100, respectivamente. Apds incubacgdo overnight com os
anticorpos primarios, foi aplicado o sistema de polimero como anticorpo
secundario (Envision, (Dako, Carpinteria, EUA) por 1 hora e o DAB por 5
minutos (Dako, Carpinteria, EUA). Posteriormente as amostras foram contra
coradas com hematoxilina de Harris.

A avaliacdo imuno-histoquimica foi efetuada por escores semi-
guantitaivos, conforme ja previamente descrito (CASTILHO et al., 2021), sendo:
0 — amostra sem expressdo, 1 — 1% até 25% das células foram positivas, 2 -
26% até 50% das células foram positivas, 3 - 51% até 75% das células

positivas, 4 — acima de 75% das células foram positivas.

2.5 Teste mecéanico

Baseando-se na norma ASTM D882-10, os testes de tragdo foram
realizados em uma maquina universal de ensaios, modelo DL3000, marca
EMIC, em temperatura ambiente (25° C), a taxa de deslocamento de 5
mm.min-1. Todas as membranas testadas foram mantidas em solucéo
fisiolégica até o momento de realizacdo do ensaio, e realizaram-se quatro
ensaios para uma das duas condi¢bes, ou seja, 3 horas e 30 minutos,

respectivamente.
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As extremidades de cada amostra foram fixadas por grampos adaptados
com lixas antiderrapantes, como previamente descrito (Rahman et al., 2019)

(Figura 9). A distancia entre os grampos foi fixada em 20mm.

Figura 9. Ensaio de tragdo da membrana da L-PRF.

Todas as medidas dimensionais das membranas da L-PRF foram feitas
utilizando-se paquimetro digital da marca Vonder. Uma vez que a medi¢do das
espessuras das membranas poderia causar danos as mesmas, realizaram-se
cinco medidas de espessura em uma membrana representativa das demais, e
o valor médio foi utilizado para todos os calculos referentes a determinacao da
area da secéo transversal dos corpos de prova (0,70 = 0,03). As medidas de
largura foram realizadas individualmente, uma vez que ndo apresenta 0 mesmo
potencial dano a estrutura das membranas que a medida de espessura (Tabela
1).

A partir dos dados de carga obtidos durante os ensaios de tragdo,

calcularam-se os valores de tenséo e tragéo utilizando a formula:
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o (MPa) =F (N) / A (mm2)

Desta forma, definiram-se os valores de tensdo maxima suportada para

cada amostra.

Tabela 1. Medidas dimensionais das membranas da L-PRF.

Amostra Largura (mm) Espessura (mm) Area da secéo
transversal (mm?)

3h—-CP1 12,72 0,70 8,88
3h—-CP 2 13,48 0,70 9,41
3h—-CP3 12,89 0,70 9,00
3h—-CP 4 12,63 0,70 8,82

30min—-CP 1 13,38 0,70 9,34

30min — CP 2 12,57 0,70 8,77

30min - CP 3 10,76 0,70 7,51

30min — CP 4 12,80 0,70 8,93

2.6 Teste de molhabilidade

Foram avaliadas membranas com tempos distintos, 30 minutos (n=4) e 3
horas de producdo (n = 4), sendo estas Ultimas mantidas em solucao
fisiolégica. A absorcao da superficie foi avaliada usando um medidor de angulo
de contato em modo de rastreamento dinamico utilizando agua ultrapura
(Figuras 10 e 11). Assim, foi utilizado instrumento de medicdo de angulo de
contato Optico baseado em captacdo por video com camera de alta resolucéo.
Os parametros para os calculos por meio da teoria de Laplace-Young foram:

Densidades de fase d'agua: 0,9982 g/cm3, Fase ambiente - Ar: (0,0013
g/cm3), temperatura de sala: 25° C, aceleracdo da gravidade de 9,81 m/s2 e
taxa de dosagem de 0,1/s. O volume de cada gota foi ajustado em 1,0ul, onde
para cada placa, seis gotas foram filmadas a uma taxa de 30 fps.
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Figura 10. Ensaio de molhabilidade em membrana da L-PRF com instrumento
de medicdo de angulo de contato Optico, baseado em captacdo por video
camera de alta resolucéo.

Figura 11. Detalhe do ensaio de molhabilidade da membrana da L-PRF.
2.7 Andlise estatistica
Foi utilizado Teste t de Student ndo pareado para verificar a tensao

maxima suportada em tracdo e molhabilidade das membranas da L-PRF, entre

os tempos de 30 minutos e 3 horas de producédo. O intervalo de confianca foi
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de 95%. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas com
valor de p<0,01.

3 RESULTADOS

Macroscopicamente em todos as amostras coletadas de sangue, o
coagulo da L-PRF mostrou uma separacgao inclinada das camadas no tubo de
coleta apos a centrifugacdo. As membranas da L-PRF formadas com o auxilio

da tampa da “Fibrin box” foram todas de aspecto uniforme.

3.1 Histologia e imuno-histoquimica

A membrana é composta por trés porcdes (Figura 12), sendo a primeira
de eritrocitos e caracterizada pela coloracdo rosa/vermelha. Nesta porcao,
observou-se baixa densidade de leucdcitos interpostos entre os eritrécitos. A
segunda porgao (“buffy coat”) foi composta por leucécitos, sendo caracterizada
pela coloracdo basofilica. Na area da camada leucocitaria observou-se maior
concentracdo de leucdcitos, predominantemente neutréfilos, os quais foram
identificados por suas caracteristicas morfologicas, incluindo ndcleo lobulado
(segmentado) com 2 a 5 lobos e citoplasma acidofilico abundante. LinfGcitos
representados por grandes células esféricas com cromatina condensada e
escasso citoplasma basofilico, e plaquetas caracterizadas por pequenas
células anucleadas também foram identificados. A alta concentracdo de células
nesta area impediu a identificacdo de todas as células. A terceira porcao, de
aspecto acidofilico, foi composta pela rede de fibrina. A camada de rede de
fibrina era mais densa préximo a camada leucocitaria devido ao aumento da
concentracdo de células, formando uma estrutura na qual essas células foram

embaladas.
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Figura 12. Fotomicrografias de membrana da L-PRF canina. (a) Observe as
trés porcdes da membrana, na base nota-se a por¢cdo composta pela maior
presenca de eritrécitos (1), seguida da porgédo do “buffy coat” com alta
concentracéo celular (2) e a rede de fibrina (3).

Na imuno-histoquimica, todas as amostras apresentaram marcacao
positiva para VEGF e PDGF (Figura 13), tanto no componente celular, como na
malha de fibrina em diferentes intensidades. Relativo ao VEGF 50% das

membranas tinha escore 3, 30% escore 2 e 10% escore 1. Por sua vez, com
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respeito ao PDGF, 50% das membranas tinha escore 1, 40% escore 2 e 10%
escore 3.

(b)

Figura 13. Fotomicrografias da imuno-histoquimica das membranas da L-PRF
canina, evidenciando as marcacoes positivas para PDGF (a) e VEGF (b).
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Os resultados podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2. Escores semiquantitativos da imuno-histoquimica para os anticorpos
anti-VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e anti-PDGF (fator de
crescimento derivados da plaqueta) nas respectivas membranas da L-PRF.

Identificacdo  VEGF PDGF
Membrana 1
Membrana 2
Membrana 3
Membrana 4
Membrana 5
Membrana 6
Membrana 7
Membrana 8
Membrana 9
Membrana 10

P NN OWODNEDNWDND®W
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3.2. Propriedades mecanicas

As curvas de carga versus deslocamento e os resultados obtidos para
as membranas das amostras de 30 minutos estdo representadas na Figura 14

e Tabela 3, respectivamente.

Ensaio de tracdao - Membranas PBR_30min

—CP3

Carga (N)

o
W
[y
o

1
Deslocamento (mm)

Figura 14. Ensaios de tragéo realizados em quatro membranas da L-PRF, 30
minutos apos a producao.
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Tabela 3. Tensdo maxima suportada no ensaio de tracdo das membranas da
L-PRF avaliadas 30 minutos apos a producao.

Amostras Tensdo maxima suportada
(MPa)
1 0,056
2 0,061
3 0,094
4 0,074
Média = Desvio Padrao 0,072 + 0,017

A média calculada de tensdo méaxima suportada para a membrana apos
trinta minutos foi de 0,072 MPa com desvio padréo de + 0,017.

As curvas de carga versus deslocamento e os resultados obtidos para as
membranas das amostras de 3 horas estdo representadas na Figura 15 e

Tabela 4, respectivamente.

Ensaio de tracao - Membranas PBR_3h
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Figura 15. Ensaios de tracao realizados em quatro membranas da L-PRF, 3
horas ap06s a producéo.
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Tabela 4. Tensdo maxima suportada no ensaio de tracdo das membranas da

L-PRF avaliadas 3 horas apés a producéo.

Amostras Tensdo maxima suportada
(MPa)
1 0,040
2 0,020
3 0,022
4 0,037
Média + Desvio Padréao 0,030 + 0,010

A média calculada de tensdo maxima suportada para a membrana

apos trés horas foi de 0,030 MPa com desvio padréo de + 0,010.

Diferencas estatisticamente significativas foram observadas entre as

membranas da L-PRF, sendo que as testadas 30 minutos ap6s a producao

suportaram uma tensdo maior em tragcdo do que aquelas avaliadas 3 horas

apos a producao.

3.2 Molhabilidade das membranas da L-PRF

A média calculada para a absorcdo da agua para a membrana da L-PRF

apos 30 minutos foi de 1,32 pL/s com desvio padrdo de * 0,07 (Figura 16).
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Figura 16. Teste de absorcdo de agua da membrana da L-PRF apos trinta

minutos de producéo.



54

A média calculada para a absor¢cdo da agua para a membrana apés
trés horas foi de 0,82 pL/s com desvio padrao de £ 0,19 (Figura 17).
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Figura 17. Teste de absor¢cdo de agua da membrana da L-PRF apds 3 horas
de producéo.

O teste de molhabilidade da membrana da L-PRF foi estatisticamente

maior aos 30 minutos do que as 3 horas da producéao.

4 DISCUSSAO

A membrana produzida no atual estudo caracteriza-se dentro dos
produtos L-PRF, ou seja, presenca de leucdcitos e uma rede de fibrina de alta
densidade, que sao os mais utilizados em pacientes humanos (DOHAN
EHRENFEST et al., 2009; DOHAN EHRENFEST et al., 2014). Existe também a
P-PRF, que séo preparacdes sem leucocitos e com uma rede de fibrina de alta
densidade, produzido por meio do Fibrinet PRFM kit (DOHAN EHRENFEST et
al., 2014).

O tempo entre a coleta de sangue e a centrifugacéo foi realizada de forma

imediata, como recomendado no protocolo para pacientes humanos (DOHAN
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EHRENFEST et al., 2009; ALIZADE et al., 2016; FEIGIN e SHOPE, 2019). Um
estudo com sangue de homens saudaveis mostrou que quanto mais tempo de
espera antes da centrifugacdo menor foi o gel da PRF obtido (NISHIMOTO et
al., 2015). Empregou-se o protocolo de 400 g por 12 minutos, com 0 uso de
centrifuga especifica para producdo da PRF, a qual permitiu a adequada
separacdo das fragOes. Isto diferiu de um estudo em gatos, no qual foi
necessaria centrifugacdo a 650 g por 12 minutos para a producdo das
membranas da L-PRF (CASTILHO et al.,, 2021), com a mesma centrifuga
usada no atual estudo, mostrando a necessidade de padronizacdo de acordo
com a especie. Em pacientes humanos tém sido indicadas centrifugacdo a
3000 rpm por 10 minutos ou 2700 rpm (400 g) por 12 minutos, na dependéncia
do tipo de centrifuga utilizada (DOHAN EHRENFEST et al., 2009; ALIZADE et
al., 2016; FEIGIN e SHOPE, 2019). A escolha da centrifuga € importante, visto
um estudo comparando quatro centrifugas disponiveis comercialmente para a
producado da L-PRF mostrou que dependendo do tipo de vibracdo, pode ocorrer
danos significativos no conteddo de células sanguineas e, consequentemente,
na qualidade do concentrado plaquetario (DOHAN EHRENFEST et al., 2018).

Macroscopicamente o coagulo da L-PRF mostrou uma separacao
inclinada das camadas no tubo de coleta apdés a centrifugacdo, sendo
compativel com a centrifuga de angulo fixo, em geral, as mais utilizadas para
producdo da PRF (DOHAN EHRENFEST et al., 2014; DOHAN EHRENFEST et
al., 2018). Contudo, um estudo com sangue humano demonstrou que o
emprego da centrifuga horizontal (700 g por 8 minutos) promoveu uma
separacao mais uniforme das células sanguineas de coagulos da PRF do que
a centrifuga de angulo fixo (2700 rpm por 12 minutos) (FUJIOKA-KOBAYASHI
et al., 2020).

A membrana foi preparada com uso de estojo metalico especializado
“Fibrin box”, o que promoveu uniformidade nas membranas obtidas. Uma outra
opcdo consiste na compressdo com uso de gazes estéreis, ou mesmo com
colheres (DOHAN EHRENFEST et al.,, 2010; BORIE et al., 2015; FEIGIN e
SHOPE, 2019). No exame histologico foi possivel verificar as diferentes
porcdes da membrana, como ja descrito em outras espécies (YAJAMANYA et
al., 2016; CASTILHO et al., 2021). A maior porgcédo correspondeu a rede de

fibrina, que se mostrou mais densa proxima a camada leucocitaria. A rede de
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fibrina da membrana da L-PRF com sangue humano também se apresentou
mais frouxa quanto mais distante da porcdo da camada de hemacias
(YAJAMANYA et al., 2016). A respeito da membrana da L-PRF se caracterizar
pela presenca de leucécitos (DOHAN EHRENFEST et al.,, 2014; FEIGIN e
SHOPE, 2019), a mais alta concentracdo ocorre especialmente na &rea do
“buffy coat” (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2020), como também verificado no
presente estudo. Embora o papel dos leucécitos seja controverso nos
concentrados plaquetarios, os que o defendem reforcam a importancia pela
acao anti-infecciosa e produgcdo dos fatores de crescimento (DOHAN
EHRENFEST et al., 2009).

No atual estudo foram avaliados os fatores de crescimento VEGF e
PDGF, os quais estiveram presentes em todas as amostras. Os fatores de
crescimento, tais como TGFR, PDGF, VEGF, IL-1, tém sido detectados pela
imuno-histoquimica da PRF obtido com sangue de pacientes humanos
(NISHIMOTO et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

Em um estudo da L-PRF em gatos, o VEGF foi positivo em 69.23% das
amostras com escore 4 e 30,77% com escore 3, e 0 PDGF foi positivo em
53,85% com escore 3 e 46,15% com escore 2. Comparativamente 0s escores
do presente estudo foram menores, desde que o VEGF tinha escore 3 em 50%
das membranas e escore 2 em 30%, ao passo que 50% das membranas tinha
escore 1 e 40% escore 2 com respeito ao PDGF. O VEGF assim como o PDGF
sdo considerados indutores da angiogénese (RIBATTI, 2004) e a intensidade
de expressao destes fatores de crescimento precisam ser considerados na
dependéncia do local de aplicacdo das membranas da L-PRF. Assim seria
importante o desenvolvimento de outros estudos para avaliar a influéncia da
raca e idade dos caes na expressao destes fatores. Um estudo com sangue
humano observou variacdo no numero de plaquetas e leucdcitos aprisionados
na rede de fibrina em relacdo a idade na avaliacdo de coagulos da PRF
(YAJAMANYA et al., 2016).

Os valores obtidos no teste de tracdo das membranas da L-PRF nao
puderam ser comparados ao de outros estudos efetuados com sangue de
paciente humanos, devido as diferengas de tamanho e formato das membranas
e equipamentos de teste (MADURAN TAKAM et al., 2015; KHORSHIDI et al.,
2016; ISOBE et al., 2017; AGGOUR et al., 2017; RAHMAN et al., 2019; RAVI e
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SANTHANAKRISHNAN, 2020). Contudo, pelo gréafico da resisténcia em tragcédo
foi possivel observar o comportamento viscoelastico da L-PRF, como referido
em outros estudos (MADURAN TAKAM et al., 2015).

No atual estudo optou-se por avaliar a tensdo maxima em dois momentos
temporais, ja que a determinacdo das caracteristicas biomecéanicas da
membrana permite seu direcionamento de acordo com a aplicacdo desejada.
Vale citar que a rigidez da membrana da PRF produzida com sangue humano
tem se mostrado com valores inferiores as de membranas de colageno
comerciais, 0 que pode interferir no uso como membrana de barreira na
regeneracao periodontal (SAM et al., 2015). Da mesma forma, a membrana da
L-PRF comparada a matriz de fibrina rica em plaquetas (PRFM) se mostrou
menos rigida; porém, apresentou maior forca de tensdo, o que permite sua
melhor adequacdo as superficies irregulares (AGGOUR et al., 2017). No
presente estudo pode-se afirmar que a membrana da L-PRF apds trinta
minutos de producdo suporta uma tensdo maior em tracdo, ou seja quase 0
dobro, quando comparado a amostra ap6s 3 horas da sua producdo. Sendo
assim, o uso da membrana da L-PRF em locais que requeiram uma maior
resisténcia, serdo melhor conduzidos com as membranas recém-produzidas.

Superficies hidrofilicas, nas quais se inclui a membrana da L-PRF, séo
importantes para o suporte de células e na ativacao da cascata de coagulacao
(VOGLER, 1998). Em um estudo que avaliou a molhabilidade de superficies de
titdnio usinadas e jateadas, foi detectado um aumento da molhabilidade quando
foi incluido a aplicacdo do revestimento da PRF (BEVILACQUA et al., 2021).
No presente estudo o teste de molhabilidade mostrou que a membrana da L-
PRF apds 30 minutos de producdo absorveu agua a uma taxa maior que a
amostra testada apés 3 horas da sua producdo, o que deve ser considerado
quando da aplicacdo da membrana. Vale ainda citar que este fato pode
também ter influenciado as diferencas de resisténcia mecéanica a tragdo entre
os tempos de avaliagdo das membranas, considerando que para este teste as
membranas testadas tardiamente foram mantidas em solucao fisiolégica 0,9%.
Um estudo que analisou as propriedades mecanicas de membranas da PRF
desenvolvidas em tubos de vidro (método tradicional) e com um sistema
fechado de seringa (hypACT Inject), estando esta frescas, congeladas (-200C)

e liofilizadas (-800C), foi observado que as amostras congeladas de
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membranas produzidas em seringas mostraram estatisticamente maior forca de
tracdo comparadas as membranas frescas (KARDOS et al., 2018).

Foi também verificado que a forca de tracdo e a resisténcia foram
significativamente maiores em membranas da A-PRF tratadas com 0,1% de
glutaraldeido por 10 minutos comparadas as membranas sem tratamento
(RAHMAN et al., 2019).

Por sua vez, em coelhos membranas da PRF colocadas em 20% ABS
(Ankaferd blood stopper - extrato de ervas usado para hemostasia) e solucdo
salina 80% por 5 minutos mostraram melhores propriedades fisicas do que as
membranas sem tratamento (AKTAS et al., 2020). Desta forma, mais estudos
precisam ser conduzidos para determinar a influéncia de diferentes solucfes de
hidratacdo ou formas de conservagcdo na resisténcia mecanica das

membranas.
5 CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos resultados obtidos conclui-se que o protocolo de
centrifugacdo empregado permitiu o desenvolvimento da membrana da L-PRF
em cades, comprovado pelas andlises histolégicas e imuno-histoquimicas, e o
tempo pode influenciar na resisténcia mecénica e de molhabilidade das

membranas.
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ANEXO 1

) L)
AR5 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA w fmvz - unasp

u n es p T e LK DE MESQUITA FILHO"

Faculdac> de Kedicina Yeberindria @ Zootesnia
Lampars de Bobacaiu

ATESTADO

Atesto que o Projeto "AVALIACOES HISTOLOGICA, IMUNO-HISTOQUIMICA
E BIOMECANICA DA MEMBRANA DE FIBRINA RICA EM PLAQUETAS E
LEUCOCITOS DE CAES" Protocolo CEUA 00022021, a ser conduzido por
Josiane Clara Aparecida de Oliveira Rato Graciani, responsavel/orientador Sheila
Canevese Rahal, para fins de pesquisa cientifica/ensino - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Macional de
Controle de Experimentacio Animal - CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 30/01/2021 a 06/04/2021
Nome Comum/ Espécie /
Linhagem péc CANINA /CANIS LUPUS FAMILIARIS /
Raca labrador
N° de animais machos 7
N° de animais fémeas 8
N de animais sexo indefinido 0
|Peso médio de animais machos| 45 kg
Peso médio de animais fémeas 40 kg
Peso medio de animais sexo 0
indefinido
Idade 3 ano(s) e 5 mes(es) e 0 dia(s).
Procedéncia Proprietarios particulares

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 11/01/2021

JOSE NICOLAU PROSPERO PUOLI FILHO
Presidents da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdads de Medicina Vieterindria & Zoolacnia
Técnica Acadamica
Rus Prof. Dr. Waiter Mawicho Comda, &
UNESP- Campus de BotucatwSP - Cep 18618-681
(14) 3880-2176 - petrizafiimve unasp.br - wawelve unesp. br



