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Resumo

A Odontologia est4 cada dia mais avancada no uso de biomateriais em vérias areas de atuacdo. A fibrina rica em
plaquetas (PRF) é um exemplo desse avango, mas apesar disso ainda existem muitas lacunas acerca de todo o potencial
bioldgico desse material. A questdo crucial para a qualidade, aplicabilidade e fungdo do PRF esta ligada & forma de
obtencdo desse material. Alteraces no processo de centrifugacdo podem alterar a composicdo desse biomaterial e
também a sua forma de ativacdo dos tecidos. Objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da velocidade e forga
centrifuga na cinética de liberacdo de fatores de crescimento pela PRF humana. Materiais e métodos: Para o
desenvolvimento do estudo, utilizou-se amostras de sangue periférico de pacientes saudaveis e submeteu esse material
a trés protocolos com forgas de centrifugacéo diferentes: 400g, 800g e 200g. Os PRFs obtidos foram cultivados em
meio estéril de cultura de células e avaliados nos tempos: 15 minutos, 1 dia, 3 dias e 7 dias. Os fatores de crescimento
foram detectados pela método ELISA e quantificados em todos os protocolos. Dos resultados obtidos foi visto que
apenas o fator de crescimento EGF apresentou diferencas significativas (p=0,044) nas altera¢6es da for¢a centrifuga nos
tempos avaliados. Os outros fatores apresentaram mudancas na deteccéo ao longo dos dias. Conclusdo: Essas variacdes
no protocolo ndo interferem na detec¢éo da maioria dos fatores de crescimento, o que traz seguranca ao profissional na
obtencédo do potencial do material, mesmo com pequenas varia¢cdes em sua forma de processamento.

Palavras-chave: Odontologia; Fibrina; Plasma rico em plaquetas; Sangue; Proliferagdo de células.

Abstract

Dentistry is increasingly advanced in the use of biomaterials in various areas of activity. Platelet-rich fibrin (PRF) is an
example of this advance, but despite this, there are still many gaps regarding the full biological potential of this material.
The crucial issue for the quality, applicability and function of PRF is linked to the way in which this material is obtained.
Changes in the centrifugation process can change the composition of this biomaterial and also its form of tissue
activation. The aim of this study was to evaluate the influence of velocity and centrifugal force on the kinetics of growth
factor release by human PRF. Materials and methods: For the development of the study, peripheral blood samples from
healthy patients were used and this material was subjected to three protocols with different centrifugation forces: 400g,
800g and 200g. The PRFs obtained were grown in sterile cell culture medium and evaluated at times: 15 minutes, 1 day,
3 days and 7 days. Growth factors were detected by the ELISA method and quantified in all protocols. From the results
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obtained, it was seen that only the growth factor EGF showed significant differences (p=0.044) in changes in centrifugal
force at the times evaluated. The other factors showed changes in detection over the days. Conclusion: These variations
in the protocol do not interfere in the detection of most growth factors, which gives the professional confidence in
obtaining the potential of the material, even with small variations in its processing form.

Keywords: Dentistry; Fibrin; Platelet-rich plasma; Blood; Cell proliferation.

Resume

La odontologia esta cada vez mas avanzada en el uso de biomateriales en diversas areas de actividad. La fibrina rica en
plaquetas (PRF) es un ejemplo de este avance, pero a pesar de ello, todavia existen muchas lagunas en cuanto al potencial
biol6gico completo de este material. El tema crucial para la calidad, aplicabilidad y funcién de PRF esta relacionado
con la forma en que se obtiene este material. Los cambios en el proceso de centrifugacion pueden modificar la
composicién de este biomaterial y también su forma de activacion tisular. El objetivo de este estudio fue evaluar la
influencia de la velocidad y la fuerza centrifuga en la cinética de liberacion del factor de crecimiento por PRF humana.
Materiales y métodos: Para el desarrollo del estudio se utilizaron muestras de sangre periférica de pacientes sanos y este
material fue sometido a tres protocolos con diferentes fuerzas de centrifugacion: 400g, 800g y 200g. Las PRF obtenidas
se cultivaron en medio de cultivo celular estéril y se evaluaron en tiempos: 15 minutos, 1 dia, 3 dias y 7 dias. Los
factores de crecimiento fueron detectados por el método ELISA y cuantificados en todos los protocolos. De los
resultados obtenidos se observd que solo el factor de crecimiento EGF mostro6 diferencias significativas (p=0.044) en
los cambios de fuerza centrifuga en los tiempos evaluados. Los otros factores mostraron cambios en la deteccion a lo
largo de los dias. Conclusidn: Estas variaciones en el protocolo no interfieren en la deteccion de la mayoria de los
factores de crecimiento, lo que da confianza a los profesionales en la obtencién del potencial del material, incluso con
pequefias variaciones en la forma de procesamiento.

Palabras clave: Odontologia; Fibrina; Plasma rico en plaquetas; Sangre; Proliferacion celular.

1. Introducéo

A expressdo “engenharia de tecidos”, ou “engenharia tecidual”, surgiu, originalmente, com a construc¢do laboratorial
de dispositivos que continham células e mediadores, numa matriz biol6gica ou sintética, utilizada em pacientes com o intuito de
facilitar a regeneracéo de determinados tecidos (Langer & Vacanti, 2016). Esses dispositivos utilizados na engenharia tecidual
sdo conhecidos como biomateriais e possuem uma ampla aplicabilidade nas areas da salde. Geralmente, os biomateriais
combinam trés elementos-chave: scaffolds (estruturas tridimensionais que servem de suporte ao crescimento celular), moléculas
de sinalizacdo (como os fatores de crescimento) e células (osteoblastos, fibroblastos, ou outras populagdes adequadas a
regeneracdo do tecido lesado) (Jahanbani et al., 2020). Um dos principais objetivos da pesquisa com biomateriais, no campo da
engenharia de tecidos, é promover uma reacdo tecidual induzida por um determinado material, que leva a regeneracdo e uma
cicatrizago eficaz do tecido lesionado. Assim, um biomaterial deve servir como uma barreira temporaria para revestir defeitos
e promover a regeneracao dos tecidos, sendo compativel com o tecido e, mais importante ainda, ser aplicavel clinicamente. No
campo da regeneracdo, a vascularizagdo desempenha um papel crucial, uma vez que assegura um fornecimento continuo de
nutrientes. Além disso, favorece a remocao de residuos de produtos celulares a partir do suporte da regido enxertada.

Entre os grandes desafios apresentados pela pesquisa clinica esta o desenvolvimento de aditivos cirdrgicos bioativos,
visando a regulagdo da inflamac&o e uma melhora cicatricial. De fato, apds cada intervengdo, ocorrem fendmenos complexos na
remodelacdo dos tecidos, 0 que resulta na sobrevivéncia e cicatrizacdo dos mesmos. A regeneracdo de tecidos é mediada por
uma grande variedade de eventos, intra e extracelulares, que sdo regulados por biossinalizadores e por um processo complexo
que depende de uma sequéncia de eventos que incluem: fixacdo, migracéo e proliferacéo celular (Wu et al., 2012).

O desenvolvimento de tecnologias a base de concentrado de plaquetas tem sido aprimorado, afim de otimizar a
cicatrizagdo tecidual. O objetivo de todas estas tecnologias é extrair, através de centrifugacéo e métodos de manipulagéo, todos
os elementos que poderiam ser usados para melhorar a cicatrizagdo e promover a regeneracao de tecidos a partir de uma amostra
de sangue. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi a primeira geracdo de derivados de amostras de sangue humano, utilizados

com este propdsito. Estudos comparativos mostraram que o PRP tem um efeito positivo no processo de cicatrizagdo de feridas e
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na regeneragdo tecidual (Nobrega et al., 2022; Campos & Souza, 2021; Ehrenfes et al., 2009). No entanto, a adi¢do de
anticoagulantes e de trombina bovina limita a aplicagdo clinica do PRP e apela a estratégias alternativas, clinicamente viaveis.

Devido a restricoes legais sobre a manipulagdo de sangue, surgiu na Franga uma nova familia de concentrado de
plaquetas, diferente de cola de fibrina ou um concentrado de plaquetas classico. Este novo biomaterial, chamado de platelet rich
fibrin (PRF), ou fibrina rica em plaqueta, é similar a uma matriz cicatricial aut6loga (Choukroun et al., 2006). Ao contrario dos
outros concentrados de plaquetas usados até entdo, trata-se de uma técnica em que é necessaria somente a centrifugacao de
sangue do paciente, sem outros aditivos. Esta, pretende mimetizar o processo natural de coagulacdo, e produzir uma membrana
bioativa simples e econdmica que funciona como uma rede de fibrina. Com isso, resulta tanto na migracdo quanto na proliferacdo
celulares de forma mais eficiente. Em particular, esse biomaterial é composto por plaquetas (ricas em fatores de crescimento),
rede de fibrina (servindo como uma matriz de suporte) e, em alguns casos, rica em células (principalmente as varias populagdes
de leucdcitos) (Costa et al., 2021; Bieleckl & Ehrenfest, 2012; Ehrenfes et al., 2010).

Estdo disponiveis varias técnicas para a preparacdo dos concentrados plaquetarios atualmente. Todavia, as suas
diferentes indicagcBes podem parecer confusas, uma vez que cada método de manipulagdo origina diferentes produtos,
biologicamente diferentes e com aplicacdes diversificadas (Ehrenfes et al., 2009). A classificacdo proposta por Ehrenfest et al.,

2012, divide os concentrados plaquetarios em quatro categorias, dependendo do seu contelido de leucdcitos e fibrina:

- P-PRP: Plasma rico em plaquetas puro;
- L-PRP: Plasma rico em plaquetas e leucécitos;
- P-PRF: Fibrina rica em plaquetas puro;

- L-PRF: Fibrina rica em plaquetas e leucocitos.

O desenvolvimento da fibrina rica em plaquetas (PRF) simplificou drasticamente o procedimento de preparacéo de
concentrados de plaquetas e facilitou sua aplicagdo clinica. A eficacia clinica da PRF tem sido demonstrada em estudos pré-
clinicos e clinicos, com interessantes resultados in vitro (Ehrenfes et al., 2010; Ehrenfes et al., 2009) com vérias possibilidades
de aplicacgdes clinicas na cirurgia bucal, principalmente na cirurgia de implante com levantamento do seio maxilar e em cirurgia
periodontal (Bastami & Khojasteh, 2016).

Os efeitos bioldgicos desta matriz de fibrina podem ser divididos em quatro aspectos da cicatrizagdo: angiogénese,
controle imunitario, recrutamento das células precursoras circundantes e protecdo. A angiogénese consiste na formacao de novos
vasos sanguineos a partir de outros pré-existentes. Para isso, é necessaria a presen¢a de uma matriz extracelular para permitir a
migracdo, divisdo e a alteracdo fenotipica das células endoteliais e também a acéo das plaquetas presentes neste biomaterial. A
sua ativagdo é fundamental para iniciar a hemostasia. Contudo, a sua degranulacdo implica também na libertacdo de citocinas
capazes de estimular a migracao celular e a proliferagdo na matriz de fibrina (Choukroun et al., 2006).

A propriedade de angiogénese deste substrato é explicada pela estrutura tridimensional e pela acdo simultanea das
citocinas que se encontram aprisionadas na estrutura da matriz. A matriz de fibrina contém diversas populacdes do sistema
imunologico, bem como todos os elementos celulares e moleculares que permitem uma cicatrizacdo eficaz. As capacidades de
defesa contra infecgBes parecem ser significativas, devido as suas propriedades quimiotaticas, assim como a sua capacidade de
facilitar o acesso das citocinas ao local da lesdo (Ghanaati et al., 2014).

Desenvolvimentos recentes na biologia celular e molecular, frutos de pesquisa continua (Reddy et al., 2020),
aumentaram a compreensao dos processos de cicatrizagao e regeneracgdo de feridas. Assim, o papel crucial dos leucdcitos e seus
subgrupos como principais protagonistas para modular as vérias fases durante a cicatrizacao de feridas foram esclarecidos. Além

disso, as plaquetas, bem como a rede de fibrina sdo conhecidos por desempenhar um papel importante no processo de cicatrizacdo
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de feridas (Litvinov & Weisel, 2016). Os leucocitos participam na angiogénese e linfogénese, enquanto que a rede de fibrina é
um fator chave nos estagios iniciais da cicatrizacdo de feridas, tornando seus efeitos sinérgicos com as plaquetas e sua funcao
como um reservatorio de citocinas.

O processo de regeneracao ou reparagao do tecido requer uma reagdo harmoniosa de varios tipos de células, incluindo
células de resposta imune (neutrdfilos, macrdfagos, linfdcitos), células epiteliais e fibroblastos bem como outras células
relevantes para o tecido em questdo. O conceito de scaffold de PRF parece ser uma fonte ideal de componentes para 0 processo
de cicatrizacdo. Esta rede autéloga derivada do sangue pode ser uma fonte Gnica de células estaminais hematopoiéticas (HSCs),
que sdo de grande importancia na medicina regenerativa (Ogawa et al., 2013). Contudo, ainda é controverso se os fatores de
crescimento estdo significativamente concentrados em preparacfes de PRF para facilitar a cicatrizagéo de feridas e a regeneracéo
de tecidos (Masuki et al., 2016).

Neste método de livre acesso, uma amostra de sangue é obtida sem anticoagulante e centrifugada imediatamente durante
12 minutos. Uma grande vantagem da presente metodologia é a sua simplicidade de preparacdo: o processo de centrifugagdo
ativa a coagulagdo e, como resultado, ocorre a formacgéo de um codgulo. Este coagulo é constituido por uma rede de fibrina
tridimensional em que as plaquetas e outras células do sangue séo aprisionadas. Ha uma liberacéo gradual e rapida de fatores de
crescimento da PRF. No fim do processo, um coagulo de L-PRF pode ser recolhido no meio do tubo. Este coagulo retine quase
todas as plaquetas e metade dos leucdcitos da coleta de sangue inicial (com maioria de linfécitos) (Ehrenfest et al., 2010). A
fibrina apresenta uma dupla fung&o: reservatorio de citocinas e matriz de cicatrizagdo celular aptos a serem liberados (Ehrenfest
et al., 2012). E é uma fonte de fatores de crescimento ativos que séo, entre outros, o platelet derived growth factor (PDGF), ou
fator de crescimento derivado de plaquetas, o transforming growth factor beta (TGFp), fator de crescimento transformador beta,
e o vascular endothelial growth factor (VEGF), fator de crescimento endotelial vascular. Este coagulo pode entéo ser utilizado
diretamente como material de preenchimento ou associados com materiais de enxertia 6ssea, ou pode ser comprimida,
transformando-se em uma membrana de fibrina L-PRF bem resistente (Peck et al., 2016). A liberacéo destes fatores comeca de
5 a 10 minutos ap6s a coagulagdo e continua durante dias (Schér et al., 2015a).

Embora o “Protocolo de Choukroun” tenha sido claramente delineado, varias publicagdes ndo seguiam os métodos
prescritos (Peck et al., 2016). A chave para essas diferengas pode ter sido a utilizacdo de centrifugas distintas ou uma forca
centrifuga relativa (RCF) especifica (400 G). Centrifugas sdo equipamentos que aplicam uma forca centrifuga relativa para
separar as particulas de uma solucdo. A RCF, também conhecida como forca G (forga gravitacional), é gerada quando uma
determinada massa é submetida a um movimento circular, tal como ocorre no processo de centrifugagdo de amostras biologicas,
que é o processo no qual ocorre a separagdo de soro, plasma e outros fluidos bioldgicos.

Recentes estudos demonstraram que modifica¢des na velocidade de centrifugagdo e no tempo de centrifugacdo podem
favorecer um aumento na liberacéo do fator de crescimento da PRF que por sua vez podem influenciar diretamente a regeneragdo
de tecidos aumentando a migracdo de fibroblastos, surgindo o conceito de baixa velocidade (Fujioka-Kobayashl et al., 2017;
Ghanaati et al., 2014).

Embora os estudos mencionados acima evidenciem o potencial considerdvel de PRF em termos de regeneracao de
tecidos e aplicacdo clinica, ainda néo esta claro como as células sdo distribuidas neste tipo de arcabouco de fibrina, e como essa
distribuicdo pode ser afetada de acordo com as variacGes de tempo, velocidade da centrifugacéo e alteracfes na RCF. Assim,
estudos pré-clinicos e clinicos adicionais sdo necessarios para avaliar este novo conceito.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da forga centrifuga na cinética de fatores de crescimento pela formagao
de fibrina rica em plaguetas (PRF) humana. E também avaliar a liberacdo quantitativa dos fatores de crescimento em relacéo a
variacdo da exposicdo a RCF ou forga G e analisar a concentracdo dos fatores de crescimento liberados de leucécitos e plaquetas

(L-PRF) durante a cultura in vitro em diferentes tempos.
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2. Metodologia

2.1 Obtencao de amostras de coagulo de PRF

Foi realizada uma pesquisa de natureza experimental quantitativa (Estrela, 2018), sendo aprovada pelo comité de ética
da UFMG com o NOmero do Parecer: 2.381.598. Foram utilizados 6 voluntarios saudaveis oriundos do Center
for Gastrointestinal Biology do ICB — UFMG (20-45 anos, ASA 1), ndo fumantes, sem histdria recente de ingestéo de alcool,
aspirina ou qualquer medicacdo, nem doengas que atinjam o processo de coagulacdo. Todas as coletas de sangue foram realizadas
e processadas por bioquimicos ou biomédicos treinados, oriundos do Center for Gastrointestinal Biology do ICB — UFMG.

Previamente, na semana dos testes, todos os pacientes foram submetidos a uma coleta de amostra de sangue para
verificagdo dos niveis normais das células vermelhas, leucdcitos e plaquetas. Para cada voluntario, dois tubos de sangue (tubos
de plastico revestidos com vidro, 10ml, sem anticoagulante) foram obtidos a partir da veia antecubital, recolhidos utilizando-se
sistemas de coletas a vacuo equipados com agulhas 21 G, para cada protocolo testado, totalizando seis tubos por paciente.

O sangue foi coletado de forma répida (menos de 25 segundos por tubo) e a centrifugacdo para cada protocolo comegou
apos o ultimo tubo de cada grupo ter sido recolhido ao longo de um tempo total de 2-3 minutos méximo. Para neutralizar o
parametro relativo a qualidade da centrifuga, foi utilizada a mesma centrifuga cientifica, para todos os protocolos testados. Isso
resultou em trés tempos de coletas para cada paciente.

As membranas de PRF foram preparadas de acordo com um protocolo original (Dohan, 2006) e para também com duas
alterac6es na RCF. Essa alteracéo resultou em um protocolo com o dobro da RCF original e outro protocolo com metade da RCF

original. Em todos os protocolos testados o tempo de centrifugacdo foi constante (Figura 1).

Figura 1 - Captacdo das membranas dentro da capela de fluxo laminar.

DOB =~

Fonte: Autores.

Os protocolos utilizados foram:
1) L-PRF: PRF padrdo (protocolo original, DOHAN, 2006) - Tubo de plastico revestido de vidro estéril (10 mL;
Forca de 400g, durante 12 min);
2) APRF+: PRF- RCF alto. Tubo de pléstico revestido de vidro estéril (10 ml, Forca de 800 g; durante 12 min);
3) A-PRF: PRF- RCF baixo. Tubo de pléastico revestido de vidro estéril (10 ml, Forca de 200 g; durante 12 min).
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Apos centrifugacdo, os coagulos/membranas foram cuidadosamente recuperados a partir dos tubos. A fracdo de
células vermelhas do sangue foi removida de tal modo que a parte do coagulo rico em fibrina ndo seja fosse danificada. Esta

técnica é descrita detalhadamente no protocolo desenvolvido por Dohan, 2006.

2.2 Quantificacdo de Proteinas com ELISA

Para determinar a quantidade de fatores de crescimento libertados a partir de L-PRF, APRF+ e A-PRF aos 15 min,
1 dia, 3 dias e 7 dias, as amostras foram colocadas num agitador incubadora a 36°C para permitir a libertacdo do fator de
crescimento no meio de cultura. Em cada ponto de tempo, os 5 ml de meio de cultura foram recolhidos, congelados e substituidos
por 5 ml de meios de cultura adicionais. A quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando o método ELISA.

Nos pontos de tempo desejados, FGF (DY252, gama = 16,38-4000 pg/ml), TGF-pl (DY240, gama = 31,20-2000
pg / ml), VEGF (DY293B, gama = 15,6-1000 pg / ml), EGF (DY236, gama = 3,91- 250 pg / ml) e IGF-1 (DY291, Intervalo =
31,20-2000 pg / ml) foram quantificados utilizando um kit ELISA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) de acordo com o

protocolo do fabricante.

2.3 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando Prism Versdo 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, La Jolla, EUA).
Inicialmente os dados foram analisados descritivamente. Para as varidveis categéricas foram apresentadas frequéncias absolutas
e relativas e para as variaveis numéricas, medidas-resumo (média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo).

As comparagdes de médias foram realizadas utilizando-se o teste ndo paramétrico de Friedman. Em se verificando
diferencas de médias, os grupos de médias distintos foram identificados via comparagdes multiplas de Dunn-Bonferroni para se
manter o nivel de significancia global.

Para todos os testes estatisticos foram utilizados um nivel de significancia de 5%. As andlises foram realizadas
utilizando-se o pacote estatistico SPSS 20.0 e STATA 17.

3. Resultados

3.1 Caracteristicas demograficas das amostras avaliadas
Foram avaliadas as informacgBes de 6 pacientes, cuja média das idades foi de 36,8 anos (DP= 7,1 anos), sendo
observada uma idade minima de 27 anos e maxima de 45 anos. Desses pacientes, 66,7% eram do sexo feminino. Todos os

individuos incluidos nesses estudos eram sistemicamente saudaveis.

3.2 Comparagéo da variacao de tempo de incubacéo nos diferentes RCF, por fator de crescimento avaliado

Conforme Tabela 1, verificaram-se diferencas de médias entre tempos de incubacgéo para EGF submetidas as forcas
200G (p=0,042), 400G (p=0,011), 800G (p=0,029); TGFa submetidas as forcas 200G (p<0,001), 400G (p=0,001), 800G
(p<0,001) e VEGF submetidas as forgas 200G (p=0,001), 400G (p<0,001), 800G (p=0,001). J& para FGF e IGF1, ndo se

verificaram diferengas de médias entre tempos de incubacdo independentemente das forgas de centrifugacéo.
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Tabela 1 - Medidas — resumo dos fatores de crescimento por tempo de incubacéo, segundo forca de centrifugacéo.

Tempo de incubagio p p!
15' 1 dia 3 dias 7 dias 15'x1dia 15'x3dias 15'x7dias 1diax3dias 1diax7dias 3diasx7dias
EGF (pg/mL)
200G 1,05+ 0,50 61,16 £8,11 24,80 + 38,61 69,28 + 16,77 0,042 0,025 1,000 0,044 0,265 1,000 0,442
400G 0,00 + 0,00 47,08 £9,41 22,86 + 35,59 57,65 + 10,59 0,011 0,344 0,705 0,007 1,000 1,000 0,561
800G 0,00 £ 0,00 49,94 + 15,55 24,90 £ 40,79 54,09 £ 10,29 0,029 0,152 1,000 0,044 1,000 1,000 1,000
FGF (pg/mL)
200G 0,00 + 0,00 1,45 + 3,55 0,00 £ 0,00 0,58 +1,42 0,572 - - - - - -
400G 0,97 +2,38 5,80 + 6,03 2,95+ 4,58 1,09 +2,66 0,434 - - - - - -
800G 4,49 £5,56 6,65 + 6,03 3,22 £5,26 1,52 +3,72 0,158 - - - - - -
IGF1
(pg/mL)
200G 0,87+1,01 1,04 £0,92 0,82+1,01 0,21 £0,50 0,233 - - - - - -
400G 0,66 + 0,94 1,06 +1,25 0,96 + 1,26 0,48 +1,17 0,372 - - - - - -
800G 1,33 +1,56 1,45+1,70 1,17 +1,75 0,39+£0,43 0,756 - - - - - -
TGFa
(pg/mL)
200G 0,47 £1,16 4,19 + 3,48 11,99 +7,29 24,89 £10,41 <0,001 1,000 0,044 <0,001 1,000 0,044 1,000
400G 0,64 + 1,58 5,37 +2,63 10,61 +4,14 22,71 £ 6,75 0,001 0,705 0,083 <0,001 1,000 0,083 0,705
800G 0,89 +2,19 8,24 +5,03 16,44 +9,15 31,19 £ 12,20 <0,001 1,000 0,044 <0,001 1,000 0,044 1,000
VEGF
(pg/mL)
200G 2,98 +7,30 80,16 + 44,45 160,18 £ 63,44 = 259,65 + 95,91 0,001 0,705 0,044 0,001 1,000 0,152 1,000
400G 5,47 £ 9,61 71,11 + 34,96 145,05 £ 69,72 = 262,22 + 160,41 <0,001 1,000 0,044 <0,001 1,000 0,044 1,000
800G 13,22 + 16,93 76,96 + 39,27 198,37 £105,04 = 337,50 £ 186,96 0,001 1,000 0,083 0,001 0,705 0,022 1,000

p% - nivel descritivo do teste de Friedman. p' - nivel descritivo das comparagdes multiplas de Dunn-Bonferro. Fonte: Autores.
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Dessa forma, tem-se que:

» EGF — Sob a centrifugacéo a 200G, verificou-se que a média a 15 minutos foi inferior ao de 1 dia e 7 dias, similares
entre si. Ja para as centrifugacdes a 400G e 800G, observou-se que a média aos 15 minutos foi inferior ao de 7 dias, ndo se
verificando diferencas de médias entre demais momentos de incubacéo;

» TGFa — Sob a centrifugacdo a 200G e 800G, observou-se que as médias a 15 minutos foram inferiores ao de 3 dias
e 7 dias. Além disso, verificou-se que a média de 1 dia foi inferior ao de 7 dias. J& na condicdo de 400G, nota-se somente que a
média de 15 minutos foi inferior ao de 7 dias;

* VEGF - Sob a centrifugacao a 200G e 400G, observou-se que as médias a 15 minutos foram inferiores ao de 3 dias
e 7 dias, ndo se verificando diferencas de médias entre esses dois momentos. Ja na condigdo de 800G, nota-se que a média de 15

minutos foi inferior ao de 7 dias. Adicionalmente, para 400G e 800G, as médias de 1 dia foram inferiores aos de 7 dias.

3.3 Comparagéo da liberacdo dos fatores de crescimento nas variacfes de tempo de incubagéo entre os diferentes RCF
Conforme Tabela 3, verificaram-se diferencas de médias entre forcas de centrifugacdo para EGF aos 15 minutos
(p=0,002), 1 dia (p=0,042) e 7 dias (p=0,009) de incubacéo e para VEGF aos 15 minutos (p=0,009). Ja para FGF, IGF1 e TGFa

ndo se observaram diferencas de médias entre forcas de centrifugacéo em todos os tempos de incubacéo.

Tabela 2 - Resumo dos fatores de crescimento por forca de centrifugacdo, segundo tempo de incubacéo.

Forca da Centrifugacao ps p!
200 400 800 200x 400 200x 800 400 x 800
EGF (pg/mL)
15' 1,05+ 0,50 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,002 0,028 0,028 1,000
1 dia 61,16 + 8,11 47,08 £9,41 49,94 + 15,55 0,042 0,021 0,043 1,000
3 dias 24,80 + 38,61 22,86 + 35,59 24,90 + 40,79 0,368 - - -
7 dias 69,28 + 16,77 57,65 + 10,59 54,09 + 10,29 0,009 0,021 0,012 1,000
FGF (pg/mL)
15' 0,00 + 0,00 0,97 £2,38 4,49 +£556 0,061 - - -
1 dia 1,45+ 3,55 5,80 + 6,03 6,65 + 6,03 0,179 - - -
3 dias 0,00 + 0,00 2,95+ 4,58 3,22 +5,26 0,273 - - -
7 dias 0,58 + 1,42 1,09 + 2,66 1,52 +3,72 0,867 - - -
IGF1
(pg/mL)
15' 0,87 +1,01 0,66 +£0,94 1,33 +1,56 0,311 - - -
1 dia 1,04 £0,92 1,06 +1,25 1,45+1,70 0,174 - - -
3 dias 0,82 +1,01 0,96 + 1,26 1,17 +1,75 0,717 - - -
7 dias 0,21+ 0,50 0,48 +1,17 0,39+0,43 0,761 - - -
TGFa
(pg/mL)
15' 0,47 £ 1,16 0,64 £ 1,58 0,89+2,19 0,368 - - -
1 dia 4,19 + 3,48 5,37 + 2,63 8,24 +5,03 0,069 - - -
3 dias 11,99 +7,29 10,61 + 4,14 16,44 + 9,15 0,115 - - -
7 dias 24,89 + 10,41 22,71+ 6,75 31,19+12,20 0,135 - - -
VEGF
(pg/mL)
15 2,98 £7,30 5,47 £9,61 13,22 + 16,93 0,009 1,000 0,028 0,250
1 dia 80,16 + 44,45 71,11 + 34,96 76,96 + 39,27 0,607 - - -
3 dias 160,18 + 63,44 145,05+ 69,72 198,37 + 105,04 0,513 - - -
7 dias 259,65+9591 262,22 +160,41 337,50 + 186,96 0,846 - - -

p8 - nivel descritivo do teste de Friedman. p’- nivel descritivo das comparagdes multiplas de Dunn-Bonferroni. Fonte: Autores.

Dessa forma:
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* EGF — Aos 15 minutos, 1 dia e 7 dias, verificou-se que as médias dessa citocina submetida a 200G foi superior aos
de 400G e 800G, similares entre si;

* VEGF - Verificou-se diferencas de médias entre forgas apenas aos 15 minutos — a média da citocina aos 200G foi
inferior ao de 800G.

4. Discussdo

As aplicacdes dos concentrados de plaquetas nas diversas areas da Odontologia, tornaram-se uma pratica comum
devido ao seu potencial bioldgico quando se pretende melhorar os processos de reparacdo e regeneracdo tecidual. Essas
aplicabilidades sdo dependentes das propriedades bioldgicas desse concentrado que, devido as variagfes na composicao celular
e na liberacdo de fatores, conseguem alcancar diferentes objetivos (Miron et al., 2017).

Isso é possivel porque o componente celular obtido pode responder de maneira diferente sob estimulos diferentes,
como por exemplo a variacdo de RCF a que é submetido. Sendo assim, forcas mecénicas podem alterar mecanismos de producéao
molecular intracelular, aumentando ou diminuindo a liberacéo de moléculas. Esse processo é conhecido como mecanotransducéo
e descreve as alteracdes intracelulares que ocorrem em uma célula quando submetida a estimulos fisicos (Janota et al., 2020).
Tendo isso em mente, 0s estudos de obtencdo do PRF tém sugerido modificagdes nos protocolos originais a fim de extrair os
diferentes potenciais bioldgicos que esse material tem a oferecer (Ehrenfest et al., 2018).

O presente trabalho teve o objetivo de verificar as mudancas nesse potencial com a alteragdo RCF do protocolo
original, e assim avaliar a eficicia dessa alteracéo na liberagdo de fatores de crescimento e se isso tem impacto durante a primeira
semana apo6s a aplicacdo do protocolo de obtengdo do material.

Nesse estudo foi visto que todos os fatores de crescimento foram detectados nos diferentes dias e variagdes de RCF e
alguns apresentaram diferencas entre as condi¢des experimentadas.

O EGF é um fator com agdo reepitelizante devido a estimulagcdo de queratindcitos e também acelera a formacéo de
tecido de granulacdo saudavel, além de promover a substituicdo de tecido lesionado por tecido saudavel (ZENG; HARRIS,
2014). Nesse trabalho foi observada uma diferenca na liberacdo do EGF entre os tempos avaliados. A diferenga ocorreu entre os
primeiros 15 minutos e o sétimo dia em todas as varia¢des de RCF, sendo observado um aumento durante o tempo, com o maior
pico de liberagéo no ultimo dia. Além disso, foi visto uma diferencga entre os RCFs avaliados sendo o RCF baixo com maior
deteccdo nos tempos 15 minutos, 1 dia e 7 dias.

O aumento do EGF ao longo do tempo também foi observado por Kobayashi et al. (2016b) com os maiores picos em
8 horas e um dia, entre os dez dias avaliados. Nesse trabalho também foi visto maior liberacdo de EGF na aplicacdo do protocolo
A-PRF guando comparado a PRF e PRP. Esses achados indicaram que uma menor velocidade poderia ser mais vantajosa em
relacdo a liberacdo de EGF, que ocorreria ao longo do tempo. 1sso corrobora com os dados desse trabalho que indicam uma
maior liberacdo de EGF em RCF baixo e com isso uma alta liberacéo do fator até o sétimo dia.

O FGF tem papel em diversos mecanismos celulares e estd muito relacionado a acéo dos fibroblastos. Ele estimula a
migracdo, proliferagdo e sobrevivéncia das células no ferimento além de estimular a produgdo de matriz extracelular (XIE et al.,
2020). No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as condi¢des experimentadas, mas observa-se uma
tendéncia maior de liberacdo do fator quando se utiliza 0 RCF alto. Chatterjee e Debnath (2019) também ndo observaram
diferengas estatisticas de liberacdo do FGF nos primeiros sete dias. Uma detec¢do significativamente maior s6 foi observada
apos o sétimo dia, se estendendo até o vigésimo terceiro dia. Provavelmente, a ndo observacéao de diferenca nesse presente estudo
seja devido a quantidade de dias analisados que ndo contemplaram os maiores valores de liberacéo.

J& o IGF é um fator que estimula o desenvolvimento tecidual por regular o sistema metabdlico e mitogénico celular.

Além disso, o IGF também estimula o crescimento e amadurecimento celular o que € benéfico para acelerar os processos de
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reparagdo (Takahashi, 2019). Nesse trabalho ndo foram observadas diferengas significativas na deteccdo de IGF. Apesar disso é
interessante salientar que, diferentemente dos outros fatores avaliados, o IGF apresenta uma alta detec¢do logo nos primeiros 15
minutos. Isso é observado até o sétimo dia, que apresenta uma reducéo em todos os protocolos. Esse perfil também foi observado
por Schér et al. (2015b) onde o IGF teve o maior pico de deteccdo no primeiro momento de avaliacdo, 8 horas, e teve uma
reducdo consideravel no sétimo dia.

O TGFa ¢é um fator de crescimento que se liga ao receptor de EGF e possui acdo sinérgica com TGFb na migracéo,
proliferacdo e diferenciacdo dos queratindcitos e na ativacdo dos macrofagos. O VEGF por sua vez é um fator de crescimento
ligado a angiogénese que aumenta a oxigenacgdo e nutricdo local (Apte et al., 2019). Esses dois fatores apresentaram resultados
similares nas condi¢cdes aplicadas. Ambos ndo foram influenciados pela alteracdo de RCF, mas apresentaram diferencas
significativas na deteccdo ao longo do tempo progressivamente. O aumento progressivo na detecgdo desses fatores até o sétimo
dia também foi observada por Schér et al. (2015b), com uma reducéo nos dias seguintes.

Com esses resultados podemos inferir que as variagdes na RCF aplicadas nesse trabalho ndo alteraram de forma
significativa a maioria dos fatores avaliados, com excecéo do EGF. O EGF é um fator importante nas fases de reepitelizacdo do
tecido e consequentemente no processo de maturagéo, reparacéo e protecdo da ferida. Com RCF mais baixo conseguimos obter
maiores valores de EGF nas fases finais da cicatrizac&o, sete dias, e isso pode ser muito vantajoso dependendo da localizag&o,
extensdo e intensidade do ferimento. A maior disponibilidade de EGF poderia reduzir o tempo de cicatrizagdo e reduzir a
comorbidade do paciente, mas mais estudos sdo necessarios para comprovar essa questdo (Goodarzi et al., 2018).

Um outro ponto que podemos salientar é que existe uma vantagem no fato de ndo acontecer grandes variacbes nos
outros fatores estudados. Com indicacdo precisa, podemos alterar 0 RCF para beneficiar a liberacdo de EGF sem que isso
prejudique ou altere a liberagdo dos outros fatores de crescimento. Com isso podemos ajustar a aplicagdo desse concentrado com
a liberacdo de EGF potencializada em situagdes nas quais a funcdo desse fator € mais requisitada.

Os beneficios do uso de EGF em processos de cicatrizagdo e reparo ja foram descritos por alguns autores. Um desses
exemplos foi a cicatrizaco de feridas por corte na pele, acelerada e associada a diminui¢do de comorbidades em pacientes com
aplicacdo topica de EGF. Outro exemplo interessante foi a aceleracdo do tratamento em pacientes com Ulceras géstricas, o que
mostra o seu potente papel na reepitelizacdo. Nesse panorama, a engenharia tecidual tem usado substitutos de pele, compostos
por matriz extracelular e células, que sdo enriquecidos com EGF para potencializar a epitelizacdo de ferimentos em pacientes
que sofreram queimaduras ou outros traumas na pele (Hardwicke et al., 2008).

A melhora na cicatrizagdo de membranas também foi observada em membranas timpanicas. Nesse tipo de membrana,
além da cicatrizagdo a regeneracdo morfoldgica é necessaria para restabelecer a fungdo, e isso foi visto quando se utilizou
aplicacdo de EGF em membranas danificadas (Lou, 2021).

Esses achados nos evidenciam que o EGF pode ser aliado importante nessas situaces nas quais uma epitelizacéo
acelerada é desejada, como velamento de perfuragcbes da membrana do seio maxilar, fechamentos de cirurgias de enxertos livres
gengivais, tratamentos de feridas necréticas em complicagdes de preenchimentos faciais, feridas de pé de diabético, escaras, mas

que sdo necessarios novos estudos para comprovar sua efetividade.

5. Concluséo

Com os dados obtidos nesse trabalho podemos concluir que a variagdo da RCF para uma for¢a G mais baixa, 200G,
favorece a liberagdo de EGF. Além disso, 0 uso de 200G favorece a maior liberagdo de EGF em 15 minutos, 1 dia e 7 dias quando
comparados ao protocolo padrdo e de maior RCF. Podemos concluir também que essas variagdes ndo alteraram de forma

significativa a liberacéo dos outros fatores de crescimento.
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O método de utilizagao dos agregados plaquetarios esta cada vez mais estabelecido para permitir sua aplicagdo na area
medica e odontoldgica, particularmente na dermatologia cosmética e harmonizagao orofacial. Entretanto, ainda sdo necessarios

futuros estudos a fim de alcancar melhores protocolos clinicos para obtencdo de resultados superiores nos tratamentos.
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