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RESUMO

A fibrina rica em plaquetas (PRF) é um biomaterial conhecido
pela sua capacidade de estimular a vascularizacdo dos tecidos devido
a alta concentracdo de plaquetas e fatores de crescimento derivados do
sangue. A ozonioterapia destaca-se por sua agdo antimicrobiana,
melhora da circulagdo sanguinea, estimulo da oxigenacdo tecidual e
promocéo do alivio da dor. Este estudo teve como objetivo verificar a
influéncia da aplicacdo do oz6nio medicinal na contagem de células
presentes nas matrizes leucoplaquetarias. Amostras de sangue humano
de doadores voluntarios foram utilizadas para obter as matrizes de
plasma sanguineo, utilizando uma centrifuga com for¢a de 200g,
durante 5 min. Contagens de plaquetas e leucdcitos foram realizadas
em amostras de sangue total (ST) e nas matrizes leucoplaquetarias
(ML) apos a centrifugacéo. O fator de crescimento endotelial VEGF-
A foi quantificado nas matrizes leucoplaquetarias. Tanto nas
avaliagfes do ST como nas do ML, as amostras foram divididas em:
sem ozonizacdo (ndo passaram pelo processo de o0zonizacdo),
ozonizagdo com concentragdo de 40ug/mL, e ozonizacdo com
concentracdo de 60pg/mL. Para medir a quantidade de plaquetas e
leucécitos presentes tanto nas matrizes, quanto no sangue total, foi
utilizado um contador hematol6gico automatico e para analisar o
VEGF-A presente nas matrizes, foi realizado o exame de expressdo
génica. A contagem de células no plasma apresentou maiores
concentracdes de plaquetas no sobrenadante, contudo, registrou uma
diminuicdo na quantidade de leucocitos quando comparada ao sangue

total. O valor do VEGF-A ndo teve diferenca significativa entre as



matrizes com e sem ozonizacdo analisadas, mas mostrou uma
quantidade muito superior ao valor de referéncia. A ozonizac¢do ndo
interfere na contagem de plaquetas, leucdcitos e VEGF-A das
amostras testadas. A utilizacdo do gas de 0zonio também ndo mostrou
prejuizos a matriz formada. A centrifugacdo com o método utilizado
foi suficiente para aumentar consideravelmente o nimero de plaquetas
na matriz, mas o tempo ndo foi suficiente para aumentar o nimero de
leucocitos.

Palavras-chave: Regeneracdo, Cicatrizagdo, Ozonioterapia, Fibrina

Rica em Plaquetas
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ABSTRACT

This study aimed to verify the influence of the application of
medicinal ozone on the cell count present in leukoplatelet matrices.
Human blood samples from volunteer donors were used to obtain
blood plasma matrices, using a centrifuge with a force of 200g, for 5
min. Platelet and leukocyte counts were performed on whole blood
samples (ST) and leukoplatelet matrices (ML) after centrifugation.
The endothelial growth factor VEGF-A was quantified in leukoplatelet
matrices. In both the ST and ML evaluations, the samples were divided
into: without ozonation, ozonation with a concentration of 40ug/mL,
and ozonation with a concentration of 60ug/mL. To measure the
amount of platelets and leukocytes present both in the matrices and in
whole blood, an automatic hematological counter was used and to
analyze the VEGF-A present in the matrices, a gene expression test
was performed. Plasma cell counts showed higher concentrations of
platelets in the supernatant, however, there was a decrease in the
number of leukocytes when compared to whole blood. The VEGF-A
value had no significant difference between the matrices with and
without ozonation analyzed, but showed an amount much higher than
the reference value. Ozonation does not interfere with the platelet,
leukocyte and VEGF-A count of the tested samples. The use of ozone
gas also did not show any damage to the matrix formed. Centrifugation
with the method used was enough to considerably increase the number
of platelets in the matrix, but the time was not enough to increase the
number of leukocytes.

Key words: Regeneration, Healing, Ozone Therapy, Platelet
Rich Fibrin
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1. INTRODUCAO

O processo biolégico de cicatrizagdo das feridas é complexo,
envolvendo muitos eventos celulares, levando simultaneamente a
reparacdo ou regeneracdo dos tecidos danificados. Quatro estagios sao
necessarios para que ela ocorra de forma eficaz, descritos como
hemostasia, inflamacéo, proliferagdo e maturacdo (CHOUKROUN;
MIRON, 2017).

Muitas tentativas foram realizadas com objetivo de obter uma
previsibilidade de resposta na regeneracgéo frente aos danos teciduais,
que incluiram estratégias com materiais sintéticos. Muitos deles estdo
disponiveis no mercado com suas especificidades, vantagens e
desvantagens para o processo de regeneracgdo tecidual. Apesar disso,
poucos materiais sintéticos possuem potencial de promover o
suprimento sanguineo e angiogénese diretamente aos tecidos
danificados (CHOUKROUN; MIRON, 2017)

O uso de concentrados de plaquetas foi introduzido ha mais de
20 anos e seu conceito foi desenvolvido com o objetivo de utilizar as
proteinas do sangue humano como fonte de fatores de crescimento
capazes de apoiar a angiogénese e o crescimento tecidual, baseado em
que o suprimento sanguineo é imperativo na regeneracdo dos tecidos
(CHOUKROUN et al., 2006; KIRAN; MUKUNDA; TILAK RAJ,

2011), além de influenciar na integracdo do biometerial no tecido



circundante, fornecendo uma conexéo eficaz com a rede de vasos
sanguineos do tecido periimplantar do hospedeiro (GHANAATI et al.,
2011).

A utilizacdo do plasma rico em plaquetas (PRP) na cirurgia oral
estimula o reparo e a formacdo 6ssea (FURSEL et al., 2021). O
concentrado PRP, ao utilizar trombina bovina e cloreto de célcio,
visam acelerar os estéagios finais da coagulagdo e promover a rapida
polimerizagdo da fibrina. Essa reacdo rapida é crucial para uma fixagao
quase imediata e impacta as propriedades mecénicas e bioldgicas da
matriz de fibrina resultante (DOHAN et al., 2006b). No entanto, 0 uso
de trombina bovina que é utilizada nesse protocolo, muitas vezes,
torna-se perigoso, uma vez que podem se formar anticorpos V, Xl, e
fatores de trombina, que contribuem para a coagulopatia (FURSEL et
al., 2021).

A fibrina rica em plaguetas (PRF) pertence a uma nova geragao
de concentrados de plaquetas, com um processo simplificado e sem
manipulacdo bioguimica do sangue (CHOUKROUN et al., 2006). A
PRF foi utilizada pela primeira vez, especificamente em cirurgia oral
e maxilofacial, por Joseph Choukroun, em 2001, e foi denominado de
forma moderna de plaguetas (DOHAN et al., 2006b). Ela consiste em
uma matriz fibrina autdloga com muitos beneficios em comparacao
com o PRP, incluindo melhor armazenamento, auséncia de aditivos e
facil manejo (CHOUKROUN et al., 2006).

A tecnologia PRF é muito simples de usar, ndo onerosa,
(DOHAN EHRENFEST et al., 2014) e eficiente em muitas aplicaces
orais (DOHAN EHRENFEST et al., 2013), onde a amostra de sangue

¢ coletada em tubos de 9mL e imediatamente centrifugada
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(SIMONPIERI et al.,, 2011). Como os anticoagulantes foram
removidos, 0 sangue esta sujeito a coagulacdo ao longo do tempo,
portanto, é necessario um protocolo de centrifugacdo curto e rapido
para que a sedimentacdo das hemacias ocorra antes da coagulagdo
(DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009).
Ap6s a centrifugacdo, um grande codgulo de PRF pode ser coletado
no meio de cada tubo (SIMONPIERI et al., 2011).

As células contidas na matriz, ap6s a centrifugacdo da coleta
sanguinea incluem plaquetas e leucdcitos contendo fatores de
crescimento e citocinas derivadas do sangue (KOBAYASHI et al.,
2016). Sabe-se que as plaquetas liberam diferentes fatores de
crescimento, incluindo fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que esta
envolvido na vascularizagdo, e fator de crescimento transformador 3
(TGF-B), que tem efeito regulador sobre as células envolvidas em
novos tecidos em formagdo (CHOUKROUN; MIRON, 2017,
EKSTROM et al., 2013; FUJIOKA-KOBAYASHI; MIRON, 2017;
LUCARELLI et al., 2003; PERUT et al., 2013).

Altas forgas de centrifugacao tendem a empurrar as células para
o fundo dos tubos de coleta, enquanto a PRF é coletada da terceira
camada superior. Estudos confirmaram que reduzir a velocidade de
centrifugacdo (G-force), resulta em uma maior concentracdo de
leucécitos e fatores de crescimento dentro da matriz de PRF
(GHANAATI, SHAHRAM et al., 2014; MIRON et al., 2020).

A liberacéo dos fatores de crescimento prolongada, sustentada

e lenta de todos os grupos PRF pode apoiar a migracao e a proliferacéo
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celular, além de oferecer vantagens no processo de cicatrizagdo de
feridas (EL BAGDADI et al., 2019).

No método de ozonizagdo, o 0z6nio dissolvido no plasma reage
imediatamente com biomoléculas para formar perdxido de hidrogénio
(H20,) e produtos de oxidacdo lipidica (LOPs), que atuam como
mensageiros/moléculas de sinalizacdo de ozdnio, resultando nos
efeitos bioldégicos e terapéuticos da ozonizagdo. Essas moléculas
sinalizadoras afetam a hemoglobina e a albumina, que sdo as proteinas
mais abundantes nos glébulos vermelhos e no plasma,
respectivamente. Por estas proteinas desempenharem funcGes
fisiolégicas importantes, mudangas estruturais resultantes de
intervencdes e procedimentos terapéuticos adicionais, como auto-
hemoterapia ozonizada, podem causar disfuncdo em concentracfes
incorretas podem causar disfun¢cbes (MEHRABAN; SEYEDARABI,
2023).

Tendo em vista a crescente utilizacdo da ozonioterapia em
associacdo com o sangue e com 0s concentrados sanguineos, faz-se
necessaria uma padronizacdo da obtencdo desta agregacdo, uma vez

que a literatura sobre a associagdo das duas técnicas € escassa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aplicacdo do PRF em Odontologia

A fibrina rica em plaquetas é uma das quatro principais familias
de concentrados plaquetarios para 0 uso em cirurgias (DOHAN
EHRENFEST et al.,, 2013), pela sua capacidade de estimular
rapidamente a vasculariza¢do dos tecidos devido a alta concentracéo
de plaquetas e fatores de crescimento derivados do sangue (MIRON et
al., 2017).

Em cirurgia e traumatologia bucomaxilofacial, a reconstrucédo
de defeitos dsseos é um problema comum. Existem muitas razdes para
a formac&o desses defeitos, o que inclui trauma, infecgdes, formagéo
congénita, doenc¢a oncoldgica e perdas dentarias precoces. O uso de
0ss0 autélogo para substituir o 0sso perdido ainda é o padrdo-ouro,
pois contém células osteogénicas que estimulam a producdo de 0sso
novo, bem como caracteristicas osteoindutoras e osteocondutoras
(STUMBRAS et al., 2020). No entanto, a coleta 6ssea autéloga esta
associada a um maior tempo de cicatrizacdo e morbidade pos-
operatoria (CLAVERO; LUNDGREN, 2003), além de ter quantidade
limitada e ter taxa de reabsorcdo desconhecida (CLAVERO;
LUNDGREN, 2003; STUMBRAS et al., 2020; WILTFANG et al.,
2005).



Além disso, substitutos de enxertos Osseos de origem
xenogeénica, alogénica e aloplastica tém limitagdes, principalmente por
ter apenas capacidade osteocondutora, funcionando como um suporte
para o reparo 6sseo. Segundo alguns autores, os aloenxertos 6sseos
liofilizados desmineralizados possuem potencial osteoindutor, mas
isso depende do processamento do doador e do banco de tecidos (A.
ZUMSTEIN et al., 2012). Ainda, os enxertos 6sseos alogénicos
apresentam desvantagens, como alto custo, dificuldades de
esterilizacdo, reacdo imune do hospedeiro e transmissdo de doencas
(STUMBRAS et al., 2020).

E impossivel encontrar enxerto de osso autdgeno (EOA)
maiores que 10mL na cavidade oral, obrigando a escolha de sitios
doadores extraorais. A utilizacdo de PRF ajuda a reduzir o volume
0sseo autdgeno necessario, além de aproveitar as capacidades
osteogénicas das plaquetas (BETTEGA et al., 2009). E uma técnica
amplamente utilizada em procedimentos cirdrgicos pelas suas
propriedades cicatrizantes, alta concentracéo de fibrina e de fator de
crescimento (JAMES C; SUMEET, 2002; TAMIMI et al., 2007).

Sendo o substituto G6sseo, xenogénico ou sintético, um
arcabouco osteocondutor, a interacdo dos biomateriais com a matriz
do coéagulo sanguineo parece ser um ponto fundamental para promover
a resposta reparadora (OLIVEIRA et al., 2018).

Alguns estudos tem demonstrado que o uso de Fibrina Rica em
Leucécitos e Plaquetas (L-PRF) nas cirurgias reconstrutivas por
enxertia Ossea tem atuado como adjuvante importante
(CHOUKROUN et al., 2006; SIMONPIERI et al., 2011). Sua acdo é

promover a hemostasia, bem como a migracdo e adesdo celular,
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atuando no leito dos tecidos lesados como um arcabouco
tridimensional constituinte do codgulo sanguineo (LITVINOV et al.,
2021) com finalidades regenerativas, representando um
microambiente tissular favoravel a acomodacgdo celular para
reorganizacdo dos tecidos (DOHAN EHRENFEST et al., 2010).

O uso de produtos bioldgicos autélogos, como matrizes a base
de PRF, em conjunto com biomateriais xenogénicos tem despertado
interesse terapéutico. Varios estudos clinicos, particularmente em
periodontia, detalharam o uso de matrizes de PRF usando varios
métodos de centrifuga¢do em combinacdo com biomateriais a base de
colageno (AROCA et al., 2009). Porém, os resultados nem sempre sdo
consistentes. Algumas pesquisas descobriram que a adicdo de PRF a
biomateriais a base de colageno teve um efeito favoravel, oferecendo
suporte estrutural e ajudando na reconstrugdo dos tecidos, enquanto
outras ndo encontraram efeito significativo (GHANAATI et al., 2018).

Zhang e colaboradores (2012), obtiveram resultados positivos
quando associaram PRF ao enxerto bovino, porém, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos teste e
controle. O mesmo resultado foi obtido em outro estudo para atrofia
maxilar posterior, onde 0s grupos com e sem associacao de membranas
de PRF tiveram desempenho semelhantes (BOLUKBASI et al., 2015).
No entanto, outros estudos demonstraram uma melhora na qualidade
biomecénica com a associagdo da membrana de PRF (TROEDHAN et
al., 2015), ganho désseo significativo quando comparado ao grupo
controle (BOORA; RATHEE; BHORIA, 2015) além de aumentar a
estabilidade primaria (KOTSAKIS et al., 2016) e secundaria dos
implantes (ONCU; ALAADDINOGLU, 2015).
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Este coagulo de PRF relne a maioria das plaquetas e metade
dos leucocitos (principalmente os linfécitos) da amostra de sangue
(DOHAN EHRENFEST et al., 2010), e por isso é chamado de fibrina
rica em leucdcitos e plaquetas (L-PRF) (DOHAN EHRENFEST;
RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009). Em comparacdo com géis
de PRP, este PRF gel ¢é particularmente forte e libera durante mais de
7 dias, quantidades significativamente maiores das principais
moléculas de coagulagdo e cicatrizacdo (trombospondina-1,
fibronectina, vitronectina) e fatores de crescimento, particularmente os
fatores de crescimento plaquetario TGFB1, PDGF ¢ VEGF (DOHAN
EHRENFEST et al., 2012; KOBAYASHI et al., 2016).

Por causa da estrutura tridimensional da fibrina na matriz de
PRF ¢ capaz de aprisionar um maior nimero de leucécitos que depois
libertam citocinas e fatores de crescimento que se difundem nos
tecidos num tempo gradual e continuo por um periodo de 10 dias
(MIRON et al., 2017).

O VEGF-A (Fator de Crescimento Endotelial Vascular A) é
uma proteina que desempenha um papel importante na regulagdo da
angiogénese, ou seja, no processo de crescimento e desenvolvimento
de novos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos existentes. E
uma das varias isoformas de VEGF, cada uma com fungdes especificas
(OLIVEIRA, 2020).

O VEGF-A ¢ secretado por varias células em resposta a
condicBes como hipdxia (baixo teor de oxigénio) e lesdes teciduais, e
desempenha um papel vital em situacdes em que é necessaria uma
maior vascularizacdo (fornecimento de sangue) para os tecidos. Suas

principais funcdes incluem a estimulacdo da angiogénese (processo
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essencial para o suprimento adequado de oxigénio e nutrientes aos
tecidos em crescimento ou lesados), permeabilidade vascular
(permitindo que proteinas e células do sangue saiam dos vasos e
entrem nos tecidos, desempenhando um papel importante na resposta
inflamatoria) e a manutencdo dos vasos sanguineos (manutencdo e
reparo dos vasos sanguineos existentes) (OLIVEIRA, 2020).

2.2 Processo de Centrifugacéo

A centrifugacdo é uma técnica amplamente utilizada para
separar uma mistura bioldgica dentro de uma fase liquida. Os
principios dessa técnica baseiam-se no uso da forca centrifuga, que é
muito superior a da gravidade. Durante o processo de centrifugagao,
h& interacéo de diferentes forcas que influenciam no movimento das
particulas dentro do liquido, o que inclui a for¢a centrifuga, a
gravitacional e a de arrasto das particulas (células). A migragdo das
particulas vai depender do seu tamanho, densidade e massa (MIRON
etal., 2017).

Para a preparacdo de PRF so6lido, de acordo com protocolo
estabelecido de Choukroun, tubos de vidro foram usados para coletar
0 sangue. Uma superficie especifica de vidro permite a ativacdo da
cascata de coagulacdo durante o processo de centrifugacéo para gerar
um coéagulo de fibrina. Além disso, a aplicacdo de uma alta forga
relativa de centrifugacdo (RCF); isso é, 708 g, se faz necessaria
(MIRON et al., 2017).
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A auséncia de anticoagulante resulta na ativagcdo em poucos
minutos da maioria das plaquetas em contato com as paredes do tubo
e a liberacdo da cascata de coagulacdo. Ao final do procedimento, trés
camadas sdo formadas, sendo que na inferior ficam os gl6bulos
vermelhos, na do meio o coagulo de fibrina e na superior o plasma
acelular (DOHAN et al., 2006a; MIJIRITSKY et al., 2021).

A técnica é simples de realizar e o material é facil de preparar.
Outra vantagem € a diminui¢do do desconforto do paciente no pds
operatério, durante os estagios iniciais da cicatrizagdo de feridas. Na
técnica PRF, o tempo e o custo de preparo sdo menores quando
comparados a do PRP. No entanto, também existem limita¢Ges quanto
ao seu uso. Embora exista estudos que apoiem o uso de PRF para fins
periodontais e reparo de tecidos moles, ainda ndo tem dados
suficientes sobre os efeitos do PRF no reparo do tecido duro durante a
regeneracdo 6ssea (CHOUKROUN et al., 2006; MIJIRITSKY et al.,
2021). Outra limitacdo € que por ser preparado a partir de sangue
autélogo, apenas pequenas quantidades podem ser produzidas em uma
Unica vez para obter PRF utilizavel, além do processo de preparacdo
ser realizado o mais rapido possivel (MIJIRITSKY et al., 2021).

E muito importante considerar o tempo de preparo, que deve
ser o menor possivel entre a coleta de sangue e sua centrifugacéo para
obter um produto clinicamente valido. Do contrério, o fibrinogénio
seré convertido em fibrina de forma difusa ao longo do tubo e ap6s a

centrifugagdo, pode ser observada uma quantidade minima de PRF,

com baixa consisténcia, e assim, sera inutilizavel (GIANNINI et

al., 2015).
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Apos a centrifugagdo do sangue, é feita a remocdo do PRF, com
0 uso de pinca cirlrgica apropriada, deixando o sobrenadante acelular,
o plasma pobre em plaquetas (PPP) no tubo. Por fim, a camada de PRF
deve ser separada da camada inferior rica em globulos vermelhos com
auxilio de uma tesoura estéril. O PRF, quando comprimido, resulta em
uma membrana de consisténcia tenso-elastico e é capaz de resistir a
tracdo da sutura (GIANNINI et al., 2015).

Vérios estudos vém demonstrando que protocolos com
velocidade de centrifugacdo reduzida, que indicam uma redugdo da
forca de centrifugacdo, formam uma matriz PRF com maior nimero
de células e plaquetas (MIRON et al., 2020).

As diferencgas exatas entre os varios materiais e métodos para
produzir a fibrina rica em leucécitos e plaquetas (L-PRF) e as
caracteristicas dos diferentes produtos L-PRF ndo foram claramente
demonstradas e publicadas cientificamente até o momento, seja pela
variacdo dos materiais e métodos que ndo oferecem o mesmo material
gue o L-PRF original, seja pela incompreensdo devido as confusdes
criadas por declaracBes comerciais e reivindicacbes de marketing
(DOHAN EHRENFEST et al., 2017).

O protocolo do L-PRF original foi estabelecido utilizando-se
uma centrifuga de mesa de alta qualidade, com tubos especificos, na
velocidade de 2700 RPM por 12 minutos (DOHAN EHRENFEST et
al., 2017). Ja a fibrina rica em plaquetas avancada (A-PRF) é uma
variacdo do L-PRF original que consiste na diminuicéo da velocidade
de centrifugacdo (1500 RPM), com um tempo maior (14 min) e com
tubos de vidro (GHANAATI et al., 2014).
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Um estudo de Ghanaati et al., 2014, mostrou que tipos
especificos de células sdo distribuidos diferencialmente dependendo
da forca centrifuga (cumulativa), permitindo que o conceito de que
compositos ideais sejam adaptados para aplicagbes clinicas
especificas. Estes compostos poderosos podem contribuir para a
cicatrizacdo de feridas e reparacdo e regeneracdo de tecidos. Além
disso, 0 A-PRF parece ser um fornecedor ideal de células aut6logas
(especialmente neutrdfilos e macréfagos), permitindo a estimulagao
mtua, criando assim uma relacdo sinérgica no interesse da
regeneracdo tecidual.

Os fatores de crescimento sdo moléculas sinalizadoras
importantes no processo de cicatrizacdo de feridas e na regeneragdo
dos tecidos, podendo ter sua liberacdo aprimorada quando preparadas
seguindo o Low-Speed Centrifugation Concept (LSCC). Isso pode
oferecer uma ferramenta para influenciar a comunicagéo célula-célula,
alterando seletivamente um fator de crescimento especifico ou tipo
celular (WEND et al., 2017).

Todas as centrifugas, por serem instrumentos mecéanicos,
possuem caracteristicas mecénicas especificas que diferem
significativamente entre os diversos modelos disponiveis. Nos casos
das centrifugas utilizadas para a produgdo de L-PRF, os parametros
mais relevantes para avaliar sdo as vibragGes das centrifugas durante o
processo de centrifugacdo, os choques de vibragdo durante as fases de
aceleracdo e uma eventual ressondncia das vibragbes (DOHAN
EHRENFEST et al., 2017).

Dohan Ehresnfet e colaboradores, em 2017, revelaram

diferencas significativas na liberacdo dos fatores de crescimento entre
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as membranas L-PRF originais e as membranas A-PRF. A lenta
liberagdo dos quatro fatores de crescimento testados a partir das
membranas L-PRF originais demonstrou uma assinatura biolégica
mais intensa em comparagdo com as membranas A-PRF. Além disso,
observaram que os coagulos e membranas L-PRF (produzidos com 9
mL de sangue) eram consistentemente maiores do que o0s codgulos e
membranas A-PRF (produzidos com 10 mL de sangue). As
membranas A-PRF dissolveram-se in vitro em menos de 3 dias,
enquanto as membranas L-PRF mantiveram boa forma por pelo menos
7 dias. Essas diferencas foram atribuidas aos protocolos distintos de
preparacdo, especialmente em relagdo as forgas de centrifugagéo,
mesmo utilizando a mesma centrifuga para ambos os produtos.
Concluiram que os protocolos produzem materiais distintos,
independentemente das caracteristicas da centrifuga, sugerindo
expectativas de resultados clinicos significativamente diferentes entre
0s dois produtos.

Ainda sobre a busca de estabelecer um método que possa ser
idealmente concluido em um curto periodo de tempo, um estudo
mostrou diferenca significativa na presenca de neutr6filos nos
coagulos, sendo superior no de A-PRF comparado ao L-PRF. Essa
comprovacdo se deu por meio de analise histomorfométrica, que
permitiu avaliar e comparar a distribuicdo celular nos coagulos de
fibrina. Embora ndo tenha sido comprovada definitivamente,
observou-se, também, que a diminuicdo da velocidade de
centrifugacdo, aliada ao aumento do tempo, resultaram em maiores
concentracdes de plaquetas na parte distal do coagulo (GHANAATI et
al., 2014).
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Kubesch e colaboradores, (2019), realizaram um estudo in vivo
que procurou determinar se a alteracdo do pardmetro de preparagdo
das matrizes de fibrina afeta a reag&o celular, a vascularizaggo do leito
de implantacéo e o potencial regenerativo. Os resultados destacam o
potencial angiogénico das matrizes a base de PRF e indicam que a
reducdo da RCF usando o LSCC altera seletivamente a estrutura da
fibrina e 0 numero de células incluidas. Ao considerar que as células
dentro das matrizes de PRF sdo um complexo sistema natural de
liberacdo de drogas, a modificacdo do protocolo de preparagdo pode
ser uma ferramenta para aumentar o potencial de regeneracdo nas
regides especificas de interesse. Em conclusdo, matrizes solidas e
liquidas a base de PRF e especialmente aquelas geradas baseadas no
LSCC podem ser benéficas para pesquisadores clinicos e de ciéncias
basicas para entender melhor a comunicagdo entre células nos
processos de cicatrizacdo de feridas e regeneracdo de tecidos.

Em relagdo aos materiais de coleta, os tubos utilizados podem
ser de vidro puro ou de plastico com silica para ativagdo do coagulo.
Um estudo demonstrou que os tubos plésticos com ativador
comercializados contém silica citotoxica em seu revestimento interno.
Essas microparticulas sdo incorporadas a matriz de fibrina e
implantadas para regeneracdo dos tecidos. Os autores ponderaram
sobre a possibilidade de ter a regeneragdo tecidual dificultada ou
interrompida, embora ndo haja relatos na literatura sobre complicac6es
graves decorrentes do processo de fabricacdo das matrizes a partir
desse material (MASUKI et al., 2020). No entanto, ndo ha indicagdo

na literatura de ineficiéncia, implicagdes toxicas ou imunogénicas pelo
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uso dos tubos plasticos com ativadores de coagulo na obtencdo de
matrizes de PRF (DE OLIVEIRA et al., 2020).

As caracteristicas das centrifugas e os protocolos de
centrifugagdo tém um impacto muito significativo nas células, fatores
de crescimento e arquitetura da fibrina de um coagulo e membrana de
L-PRF. Qualquer modificacdo, seja de materiais e/ou do método
original, deve ser claramente investigada e identificados
separadamente dos métodos originais (DOHAN EHRENFEST et al.,
2017). Ainda, pesquisas investigando as caracteristicas dos tubos se
fazem necessérias para otimizacdo do PRF, ja que estudos demonstram
influéncia na obtencdo dos agregados plaquetarios nos diferentes
materiais utilizados (DE OLIVEIRA et al., 2020; DOHAN
EHRENFEST et al., 2017; MIRON et al., 2020).

2.3 Ozonioterapia

A discussdo acerca da eficAcia do ozdnio medicinal vem
gerando incertezas sobre seu uso. Ele comegou a ser utilizado como
tratamento médico no inicio do século XX. Os primeiros relatos sobre
sua utilizacdo remontam a Primeira Guerra Mundial, quando foi
empregado na desinfeccdo de feridas e para combater infeccBes
(BOCCI, 2005). No entanto, o0 uso do ozdnio na medicina evoluiu ao
longo do tempo e tem sido aplicado de diversas maneiras em diferentes
paises. Outros usos terapéuticos incluem o tratamento de esclerose
multipla (AMELI et al., 2019; DELGADO-ROCHE et al., 2017),
diabetes (BOCCI et al., 2011, 2014) e ulceras de pés diabéticos
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(IZADI et al., 2019; KUSHMAKOV et al., 2018; WEN; CHEN,
2020), doencas cardiovasculares (BOCCIl; ZANARDI; TRAVAGLI,
2011a; JUCHNIEWICZ; LUBKOWSKA, 2020), fragilidade
cognitiva (SCASSELLATI etal., 2020), doencas de pele (TRAVAGLI
et al., 2010; VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005; ZENG; LU,
2018), dor (ROWEN; ROBINS, 2019; SCONZA et al., 2020) e
inflamacdes (TARTARI et al., 2020).

Baseado no pré-condicionamento da oxidacio (LEON et al.,
1998) ou na teoria de hormese, a qual propdem que baixas doses de
uma substancia nociva podem ser benéficas (CALABRESE, 2010), o
0z0nio, na via de ozonizacgdo, terd acéo terapéutica benéfica, desde que
as concentracBes usadas estejam corretas e o método, apropriado (J.
SMITH et al., 2015; SAGAI; BOCCI, 2011).

0z6nio (0Os) é a forma aldtropa triatdmica do oxigénio (O2), que
é muito reativa (menos estavel) e 10 vezes mais sollvel em agua e
plasma do que a forma alétropa diatdmica (O,). E um dos oxidantes
mais fortes da natureza, sua poténcia ¢ a terceira depois do fllor e do
persulfato e é superior ao O, (BOCCI, 2011).

A ozonioterapia consiste na utilizacdo médica de uma mistura
gasosa de O3/O2, obtido a partir de oxigénio de uso médico por meio
de um dispositivo gerador de 0z6nio e que deve ser administrado no
local onde foi produzido, por causa da meia-vida curta (aos 20°C, a
concentragdo de O3 é reduzida pela metade em 40 minutos, ja em 30°C,
em 25 minutos) (BOCCI, 2011). O resultado é uma mistura de gases,
tendo em sua composicéo de 1 a 5% de 0z6nio e 95 a 99% de oxigénio
(TRAVAGLI et al., 2007). Assim, embora mais de 95% da mistura
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gasosa seja sempre oxigénio, pequenas variagdes no contelido de Os;
altera seus efeitos potenciais (CLAVO et al., 2019).

O ozobnio pode ser produzido no corpo por neutrofilos, através
da reagdo catalitica das células imunes, a partir de moléculas Unicas de
oxigénio produzidas endogenamente e anticorpos (BABIOR et al.,
2003). Também ¢ gerado de forma end6gena em tecidos vivos através
da oxidagdo da agua por moléculas de oxigénio singlete, uma reagdo
que é catalisada por anticorpos ou aminoacidos (ONYANGO, 2016).

O termo ozonizacado refere-se ao processo quando o ozénio é
usado no tratamento (NAZARI et al., 2018), j& o termo ozondlise é
qualquer reacdo com o ozénio, especialmente uma reacdo com uma
ligacdo dupla que resulta na clivagem de ligacdo (MEHRABAN;
SEYEDARABI, 2023).

Ele é capaz de criar um estresse oxidativo leve, transitério e
controlado, a fim de induzir a sintese de enzimas antioxidantes
(BOCCl et al., 2007) e reduzir o estresse oxidativo enddgeno (BOCCI
et al., 2009; MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2005; SMITH et al.,
2017). Além disso, pode ativar a producdo de fatores de crescimento,
como fator de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento
derivado de plaquetas e fator de crescimento transformador beta na
cicatrizagdo de feridas e inibir a formagao de fator necrético tumoral
alfa, reduzindo a inflamacdo (BOCCI; ZANARDI; TRAVAGLI,
2011a, 2011b).

A utilizacdo do ozdnio se da por dois métodos gerais: indiretos
e sistematicos, ou seja, envolvem a introducdo do 0zénio no corpo de
forma ndo direta como a auto-hemoterapia ozonizada maior (MAH)
(VIEBAHN-HANSLER; LEON FERNANDEZ; FAHMY, 2012),

32



insuflagBes retais e vaginais de ozdnio para efeitos sistémicos
(BOCCI, 1994; MASLENNIKOV et al., 2008), ou diretos e tdpicos,
nos quais a aplicagdo do ozbnio é feita de forma direta em uma area
especifica do corpo ou na superficie da pele; como o ensaque de 0z6nio
, aplicacdo de 6leo ozonizado sobre feridas ou infeccdes cutaneas e
injecbes de ozbnio para tratamento da dor ou inflamagdo
(MASLENNIKOQV et al., 2008).

No caso MAH, uma pequena quantidade de sangue é extraida
na presenca de um anticoagulante, exposta a uma certa quantidade de
0zbnio na proporgdo de 1:1 e depois reinfundida na corrente sanguinea
do paciente (OZLER et al., 2011; SCHIMIDT, 2002). O ozénio liga-
se ou difunde-se nas células sanguineas e em outros 6rgaos e ativa vias
bioguimicas distintas (BOCCI, 2007). Quando dissolvido no plasma
reage imediatamente com moléculas bioldgicas e produz peréxido de
hidrogénio (H202), a primeira molécula sinalizadora (com vida util
mais curta) e produtos de peroxidacgdo lipidica (LOPs), a segunda
molécula sinalizadora (que tem vida atil mais longa). As proteinas
albumina (mais abundante no plasma) e hemoglobina (mais abundante
nos glébulos vermelhos) sdo mais afetadas pela ozonizacéo (FANALI
etal., 2012; MOUSAVY et al., 2009).

A ozonioterapia ¢ uma abordagem ndo invasiva que pode
melhorar a circulagdo sanguinea, estimula a oxigenagdo tecidual e
promove o alivio da dor, através da redugdo das ocitocinas
inflamatorias que estdo aumentadas em casos de inflamacéo, além de
contribuir para a liberacdo de fatores de crescimento (ANTONINO et
al., 2023).
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Segundo Bocci, (2005), a dose maxima de 0zOnio que se pode
utilizar é 80pg/mL, como forma bactericida, sendo 40pg/mL o minimo
para 0 mesmo efeito. Ja para terapias biomoduladoras, a dosagem fica
na janela de 5 a 40pg/mL.

No entanto, Viebahn-Haensler e Ferndndez, em 2021,
reavaliaram suas préprias investigacbes e publicacBes sobre a
ozonioterapia e concluiram que a faixa de concentracéo de 0z6nio para
aplicacles sistémicas na forma de MAH ndo deve exceder 10-
40pg/mL. Além dos 50pug/mL, um efeito toxico do ozonio deve ser
levado em conta, ¢ 80pug de ozonio por mL de sangue nunca deve ser
usado.

O sangue humano é um tecido fluido complexo e o0s
componentes celulares e plasmaticos podem reagir de maneira
diferente com o 0zbnio, dependendo da sua composicdo quimica e dos
pardmetros bioquimicos intrinsecos. Portanto, concentracfes
inadequadas de oz6nio podem danificar biomoléculas através da via
da ozondlise. Sendo assim, € importante determinar com precisdo
quanto oz6nio é neutralizado pelos antioxidantes no sangue e quanto
ainda precisa ser reagido (MEHRABAN; SEYEDARABI, 2023).

Anitua et al, em 2014, realizaram um estudo in vitro que
investigou os efeitos de diferentes tratamentos com 0zénio no plasma
rico em fatores de crescimento (PRGF). O PRGF humano foi tratado
com o0zbnio usando dois protocolos: método de fluxo continuo e
método de seringa. Foram testadas trés concentragdes de ozdnio (20,
40 e 80 pg/mL). Concluiu-se que o método de fluxo continuo
prejudicou a formacdo da estrutura de fibrina, reduziu os niveis de

fatores de crescimento e diminuiu o potencial proliferativo do PRGF.
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Por outro lado, o método da seringa nao alterou os resultados
bioldgicos. Além disso, observou-se que doses baixas de 0z6nio ndo
alteraram as propriedades do PRGF, mas doses mais altas induziram
efeitos destrutivos. Esses resultados ressaltam a importancia da dose e
do método de combinacdo do ozdnio com o PRGF para garantir seus
efeitos terapéuticos.

Em um estudo, 20 pacientes com fibromialgia foram tratados
com 10 sessdes de hemoterapia com 0z6nio, com concentracdo de 30-
60 mcgr/ml. O estado de salde dos pacientes foi avaliado antes e apds
0 tratamento, por meio de um questionario. As amostras de sangue
foram coletadas de todos os pacientes para analises bioquimicas de
rotina, incluindo niveis de serotonina no soro. Além disso, células
mononucleares do sangue periférico (BMCs) foram isoladas para
quantificacdo do estresse oxidativo, medindo a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), peroxidagdo lipidica (LP) e contetido de
proteina carbonila (PC), que sdo indicadores de dano celular oxidativo.
Os pacientes tratados com 0zdnio relataram uma melhora significativa
no sono e no estado de alerta mental, além de uma diminuicao
acentuada da astenia, acompanhada por uma reducao notavel no indice
de qualidade de vida e nos pontos sensiveis. Houve também um
aumento moderado nos niveis de serotonina e reducdo do estresse
oxidativo (MORENO-FERNANDEZ et al., 2012).

Em um relato de caso, uma paciente com Sindrome de Sjogren
foi submetida a um tratamento com 0z6nio apds nao obter sucesso com
varias tentativas de outras terapias. O protocolo envolveu a
administracdo de ozdnio em sangue aut6logo, com ajuste preciso de

da dosagem e intervalos regulares de tratamento, ao longo de seis
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semanas. O tratamento com auto-hemoterapia ozonizada mostrou-se

eficaz na reducéo dos ANA (anticorpo antinuclear positivo) e na total

regresséo dos sintomas, ap6s a segunda sessio. (VALDENASSI et
al., 2022).

As plaquetas sdo capazes de produzir espécies reativas de
oxigénio (ERO), que desempenham um papel fundamental na ativacéo
e agregacdo plaquetaria. Essas espécies, como o peroxido de
hidrogénio, o éxido nitrico e os produtos de oxidagdo lipidica, estdo
presentes em concentragdes fisiolégicas durante o processo de
coagulagdo. Eles sdo importantes para regular a funcdo plaquetéaria e
influenciar a cascata de coagulagio (DAVI; PATRONO, 2007).

O efeito negativo desses radicais é neutralizado por uma
variedade de mecanismos antioxidantes no corpo. Isso inclui
eliminadores de oxidantes, como a vitamina C e a vitamina E, bem
como minerais quelantes, como Fe2+ e Cu+, que ajudam a remover
ions metalicos que podem catalisar a formac&o de radicais livres. Além
disso, uma série de enzimas antioxidantes, como superéxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase, atuam para desativar 0s
radicais livres e proteger as células do dano oxidativo. Esses sistemas
antioxidantes sdo essenciais para manter o equilibrio redox no
organismo e prevenir danos celulares (ANRAKU et al., 2013).

Manter um equilibrio adequado entre as espécies reativas de
oxigénio (ERO) e as moléculas protetoras é fundamental para a
sobrevivéncia celular e a preservacdo dos tecidos saudaveis. Um
excesso de ERO pode levar ao estresse oxidativo, danificando as
biomoléculas, como proteinas, lipidios e é&cidos nucleicos, e

contribuindo para o desenvolvimento de varias doencas. Portanto, a
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regulagdo cuidadosa do equilibrio redox € essencial para a homeostase
celular e a satide geral do organismo (FERRONI et al., 2012).

Evidéncias recentes sugerem que o 0zdnio pode ser utilizado
para aumentar a capacidade antioxidante do sangue e seus derivados.
Isso levanta a possibilidade de que o 0zdnio possa ser uma ferramenta
atil no tratamento de varias doencas infecciosas cronicas, distlrbios
imunolégicos ou neurodegenerativos. No entanto, ainda ha muito a ser
entendido sobre como o método de tratamento com 0z6nio e sua
concentracdo especifica podem afetar as propriedades da terapia
bioldgica e seus resultados clinicos. Mais pesquisas sdo necessarias
para determinar o potencial terapéutico do oz6nio e otimizar sua
utilizacdo em diferentes condi¢bes médicas (ANITUA et al., 2014).

A Declaracdo de Madrid na Ozonoterapia indica a proporgéo
de 1:1 de sangue e 0z6nio, na auto-hemoterapia menor. Seguindo este
conceito, serd aplicada a mesma proporcdo, uma vez que para L-PRF
ndo existe padronizagdo (DECLARACAO DE MADRID SOBRE
TERAPIA OZONICA,; 1SCO3, 2010).
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3. PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo geral:
Verificar a influncia da ozonizacdo nas matrizes

leucoplaquetérias

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Esse estudo tem por objetivos especificos:

1. Quantificar as plaquetas e leucécitos de matrizes
leucoplaquetarias com e sem ozonizagdo, testando a hip6tese nula de
que o processo de ozonizagdo ndo afeta o nimero desses elementos
nas matrizes;

2. Quantificar as plaquetas e leucdcitos do sangue com e sem
ozonizacdo, testando a hip6tese nula de que o processo de ozonizagao
ndo afeta 0 nimero desses elementos no sangue;

3. Comparar a quantidade de plaquetas e leucécitos do sangue
e das matrizes leucoplaquetarias, testando a hipétese de que 0 processo

de centrifugacdo interfere nesses elementos;

38



4. Quantificar o VEGF-A em matrizes leucoplaquetarias com e
sem ozonizacao, testando a hipétese de que 0 processo de o0zonizagao
aumenta os valores de VEGF-A,

5. Comparar duas concentracfes de ozbnio do processo
(40ug/mL 60ug/mL), testando a hip6tese nula de que a concentracao

ndo afeta nos valores de leucdcitos, plaquetas e VEGF-A.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Previamente ao inicio deste estudo, o projeto foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Passo Fundo e foi
aprovado sob o numero 6.547.726. Todos os pacientes envolvidos
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo).

A colecdo sanguinea para obtencdo de agregados
leucoplaquetarios autologos para uso ndo transfusional no ambito da
Odontologia pode ser realizada pelo cirurgido-dentista em territorio
brasileiro. Tal prética esta regulamentada pela resolucéo 158/2015 do

Conselho Federal de Odontologia.

4.2 Delineamento e grupos do estudo

Trata-se de um estudo cego laboratorial que avaliou a
guantidade de plaquetas, leucocitos e do Fator de Crescimento
Endotelial Vascular A (VEGF-A) de matrizes leucoplaquetarias
obtidas pela coleta de sangue venoso de voluntarios, ozonizagéo das

amostras e posterior centrifugacéo.

4.2.1 Selecdo dos pacientes e critérios de inclusédo e

exclusao
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Foram coletadas amostras de sangue de 8 doadores voluntarios,
com idade entre 30 e 51 anos. Foram incluidos homens e mulheres
saudaveis, que nao faziam uso de anticoagulantes ou drogas ilicitas.

Foram excluidos da amostra gestantes, lactantes, alcodlatras e
fumantes.

As analises de plaquetas e leucécitos foram realizadas em
parceria com um laboratério comercial da cidade de Passo Fundo. Para
andlise do VEGF, as amostras foram coletadas no mesmo dia e

enviadas a um laboratorio externo parceiro.

4.2.2 Obtencdo das amostras

As amostras de sangue foram obtidas em tubos de pléstico de 4
mL com anticoagulante (EDTA) (Greiner Bio-One, Brasil). Foi
realizada antissepsia das tampas previamente a coleta. A antissepsia
do local foi realizada com swaab de alcool 70% (Labor Import, india),
em Unico movimento ascendente. A flebotomia deu-se através do
garroteamento do braco e identificacdo da wveia mais calibrosa
(preferencialmente a veia intermédia antecubital). A agulha do
dispositivo venopuntor (Greiner Bio-One, Brasil) foi introduzida com
bisel voltado para cima, em angulacdo de 15° a 30°, em movimento
Gnico. O tubo foi apoiado no interior do adaptador de agulhas e

comprimido para perfuracdo da tampa de borracha até seu completo
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enchimento (Figura 1). Foram coletadas 9 amostras para cada

voluntario.

Figura 1. Sequéncia da venopungdo para obtencdo das amostras. A)
Antissepsia da tampa do tubo. B) Escolha do brago com melhor visualiza¢do
das veias. C) Garroteamento do bracgo e palpacéo digital. D) Inser¢do do
dispositivo venopuntor. E) Insercéo e compresséo do tubo sobre a tampa para
seu completo enchimento. F) Remog¢do do dispositivo venopuntor. G)
Compressdo digital do local da pun¢édo e remogao do garrote.
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Na troca de tubos o procedimento foi repetido e, ap6s remogao
do altimo tubo, realizou-se a compressao da veia puncionada com rolo
de algodao estéril para remocao da agulha. A coleta ndo ultrapassou 2
minutos para as 9 amostras de cada voluntario.

Dessas amostras, trés ndo foram ozonizadas, para controle.
Outros seis tubos passaram pelo processo de ozonizagdo com 4 mL de
gas de ozonio, trés deles na concentragdo de 40ug/mL e trés com
60ug/mL, introduzidos ao tubo com auxilio de uma seringa de 5mL
(BD, Brasil) e agulha 21G (BD, Brasil) e realizada a homogeneizagao
com movimento de péndulo. O gas foi gerado através de um gerador
de oz6nio especifico Medplus MX (Philozon, Brasil) (Figura 2).

Figura 2. Gerador de oz6nio medicinal Medplus MX, Philozon, Brasil.
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Um tubo do grupo controle, um tubo com ozénio a 40ug/mL e
outro a 60pg/mL, ndo passaram pelo processo de centrifugacéo,

visando realizar a analise do sangue total.

4.2.3 Centrifugacgéo

A centrifugacdo foi realizada utilizando a centrifuga
Fibrinfuge25® (Montserrat, Brasil) (Figura 3), com forca centrifuga
relativa (FCR) de 200g, durante 5 minutos, iniciando imediatamente

apos a coleta e preparo das amostras ozonizadas.
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Figura 3. Centrifuga Fibrin Fuge 25, Montserrat, Brasil
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Para avaliar a quantidade celular das matrizes leucoplaquetarias
e o fator VEGF-A, foram utilizados 9 grupos (n=8), dispostos da

seguinte forma (Figuras 4 e 5):

SEM
OZONIZAGAQ

MATRIZ CoM

LEUCOPLAQUETARIA OZONIZAGAO A
40pg/mL

COM

OZONIZAGAQ A
60pg/mL

PLAQUETAS E

LEUCOCITOS
SEM

OZONIZAGAO

COM

OZONIZAGAO A
40pg/imL

SANGUE TOTAL

COM

OZONIZAGAO A
60pg/mL

Figura 4. Fluxograma dos grupos para contagem de plaquetas e leucécitos.

SEM
OZONIZAGAO

COM

VEGF-A MATRIZ LEUCOPLAQUETARIA OZONIZAGAO
A 40pg/mL

COM
OZONIZAGAO
AB0pgimL

Figura 5. Fluxograma dos grupos para analise do VEGF-A.
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4.2.4 Obtencédo do plasma sanguineo

Para viabilizar a contagem das plaquetas e leucdcitos por
contador hematoldgico eletronico, a coleta das amostras sanguineas foi
realizada com tubos contendo EDTA. Deste modo, obteve-se o plasma
sanguineo, caracterizado experimentalmente como plasma pobre em
plaquetas (PPP) e plasma rico em plaquetas e leucécitos (L-PRP). Essa
contagem foi feita no sangue total (sem centrifugacdo) e nas duas
fracBes sobrenadantes obtidas apds a centrifugagdo, o PPP e L-PRP,
conjuntamente (Figura 6).

Imediatamente ap6s o ciclo de centrifugacéo, pode-se observar
a divisdo dos produtos, separados em cada tubo nas seguintes fragdes:
superior do sobrenadante, o PPP; inferior do sobrenadante, o L-PRP e
o0 sedimentos de eritrécitos. As fragbes do PPP e L-PRP, que formam
a matriz de fibrina quando ndo é utilizado o anticoagulante, foram
aspiradas e transferidas para um tubo isento de aditivos, com auxilio
de uma pipeta automatica e realizado pelo mesmo operador para todas

as amostras.
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Figura 6. Amostras coletadas de um doador voluntario. Os tubos contém, da
esquerda para a direita, 0s seguintes elementos: 1° Matriz leucoplaquetaria
ndo ozonizada; 2° Matriz leucoplaquetaria ozonizada com 40ug/mL; 3°
Matriz leucoplaquetaria ozonizada com 60pg/mL; 4° Matriz
leucoplaquetaria ndo ozonizada; 5° Matriz leucoplaquetaria ozonizada com
40ug/mL; 6° Matriz leucoplaquetaria ozonizada com 60pg/mL; 7° Sangue
total ndo ozonizado; 8° Sangue total ozonizado com 40pug/mL; 9° Sangue
total ozonizada com 60pg/mL

Para a analise celular, as amostras foram centrifugadas de
acordo com a proposta experimental, fracionadas e processadas no
contador eletronico automatico Icounter 5D (Diagno, Hungria) (Figura
7). O equipamento foi calibrado de acordo com os padrdes
preconizados pelo fabricante para a contagem das séries eritrocitéaria,

leucocitaria com diferencial e plaquetaria.
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Figura 7. Contador hematoldgico eletrénico Icounter 5D, Diagno, Hungria.

J& para o0 exame do Fator de Crescimento Endotelial Vascular
A nas matrizes, as amostras alocadas nos tubos sem aditivos (Figura
8) foram diretamente para o ultrafreezer e enviadas para realizacdo do
exame em laboratorio externo, seguindo todos os padroes de logistica
para transporte de material bioldgico. A analise foi realizada através
de um espectrofotdmetro SpectraMAX 340 (California, EUA).
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Figura 8. Amostras das matrizes leucoplaquetarias armazenadas nos tubos
para congelamento e transporte. A) Matriz leucoplaquetaria ndo ozonizada.
B) Matriz leucoplaquetaria ozonizada com 40pg/mL. C) Matriz
leucoplaquetaria ozonizada com 60pg/mL.
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5. RESULTADOS

Os resultados quantitativos das analises por contador eletrdnico
e a comparacdo estatistica de Tukey entre os grupos estdo apresentados

nas tabelas a seguir.

Tabela 1. Valores das plaquetas presentes nas matrizes de PRF e sangue
total, antes e apds a ozonizagdo (p/mma3).

PRF Sangue
Sem Ozonizagdo 343,3+£ 76,5 Aa 229,6 £ 54,5 Ab
40 345,6 + 76,7 Aa 226,1 £57,1 Ab
60 318,4+123,8 Aa 226,3 £ 54,5 Ab

* Letras maiUsculas iguais ha mesma coluna indicam auséncia de diferenca
estatistica (RM ANOVA e Tukey, a=0,05).
** |etras minusculas iguais na mesma linha indicam auséncia de diferenga

estatistica (Teste t, a=0,05).
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PLAQUETAS
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200
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Figura 9. Andlise da quantidade de plaquetas entre os grupos das matrizes e
sangue total, antes e ap6s a ozonizacdo. Gl — Matriz leucoplaquetaria sem
ozonizagdo, GlIl — Matriz leucoplaquetaria ozonizada a 40ug/mL, GIII —
Matriz leucoplaquetaria ozonizada a 60ug/mL, GVII — Sangue total sem
ozonizagdo, GVIII — Sangue total ozoniado a 40ug/mL e GIX — Sangue total
ozonizado a 60pg/mL

A FRC de 200/5min gerou concentragdes de plaquetas de modo
suprafisiologico quando comparada a do sangue total (p<0,032 para
todos os testes t), correspondendo a um aumento de 49,52% para o
grupo sem ozonizacdo; 52,85% para 0 grupo com o0zonizagdo a
40pg/mL e 40,69% com ozonizagdo a 60pg/mL. Entre os grupos, tanto
de sangue total (p=0,5684), quanto das matrizes (p=0,4570), ndo

houve diferenca estatistica entre as amostras com e sem ozénio.
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Tabela 2. Valores dos leucécitos presentes nas matrizes de PRF e sangue
total, antes e apds a ozonizac&o. Unidade de medida p/mm3.

PRF Sangue
Sem Ozonizagdo 1,409 +£ 1,770 Aa 9,52 + 3,60 Ab
40 1,204 £ 0,544 Aa 9,45+ 3,84 Ab
60 1,649 + 1,837 Aa 9,41 + 3,69 Ab

* Letras maiUsculas iguais na mesma coluna indicam auséncia de diferenga
estatistica (RM ANOVA e Tukey, a=0,05).
** |etras minusculas iguais na mesma linha indicam auséncia de diferenca

estatistica (Teste t, a=0,05).

LEUCOCITOS
151
104 -I-
5-
; i
0- T T T
Gl Gll G Il G VI G VI G IX

Figura 10. Analise da quantidade de leucdcitos entre os grupos de PRF e
sangue total, antes e apds a ozonizagdo. Gl — Matriz leucoplaquetaria sem
ozonizagdo, GlIl — Matriz leucoplaquetaria ozonizada a 40ug/mL, GIII —
Matriz leucoplaquetaria ozonizada a 60ug/mL, GVII — Sangue total sem
ozonizagdo, GVIII — Sangue total ozoniado a 40ug/mL e GIX — Sangue total
ozonizado a 60pg/mL
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Néo houve diferenca na contagem de leucocitos entre 0s grupos
sem ozonizagdo, 40 e 60, tanto para as matrizes de PRF (p=0,7607)
como para sangue total (p=0,6446). Comparando sangue total com
matrizes, houve uma reducdo na contagem (p<0,002) em todas as
situacdes.

A contagem de leucdcitos totais revelou que cerca de 84,98%
dos leucocitos ficou na porcao sedimentada, indicando que o tempo de
5 minutos ndo foi suficiente para favorecer a difusdo — propulsdo de

particulas de menor densidade para a fragdo sobrenadante ou limitante.

Tabela 3. Valores do VEGF-A presentes nas matrizes de PRF antes e ap6s a
ozonizagdo. Unidade de medida pg/mL.

PRF
Sem Ozonizagdo 4409+ 2448 a
40 431,0+302,0a
60 400,6 + 208,5 a

* Letras iguais na mesma coluna indicam auséncia de diferenca estatistica
(RM ANOVA e Tukey, a=0,05).
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Figura 11. Andlise da quantidade de VEGF-A entre os grupos das matrizes
leucoplaquetérias antes e ap6s a ozonizagdo. GIV — Matriz leucoplaquetaria
sem ozonizagao, GV — Matriz leucoplaquetaria ozonizada a 40ug/mL, GVI-
Matriz leucoplaquetaria ozonizada a 60pg/mL.

Os valores de liberacdo do VEGF foram descritos em pg/mL e
ndo houve diferenca estatistica (p=0,7882) entre 0s grupos analisados:
matriz sem ozonizagdo, ozonizada com 40pg/mL e 60pg/mL de
concentracdo de ozénio. Quando esses valores sdo comparados ao
valor de referéncia laboratorial, que é de 129pg/mL, houve um

aumento suprafisioldgico do fator de crescimento analisado.
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6. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a quantidade de plaquetas,
leucécitos e a presenca de VEFG nas matrizes leucoplaquetarias
formadas apds a centrifugacédo e ozonizagdo. Os resultados do estudo
mostraram que ndo houve diferenca estatistica na utilizacdo do 0z6nio,
0 que confirma a primeira hipétese do estudo. Em contrapartida,
confirmou que o método de centrifugagdo utilizado foi eficaz para
aumentar os valores de plaquetas e VEGF, em comparagdo com o
sangue total. Contrariamente, o nimero de leucdcitos sofreu redugdo
em relacdo ao sangue total.

Os métodos para obtencdo de matrizes disponiveis na literatura
trazem diferencas conceituais e denominativas, confundindo, muitas
vezes, método com produto. No entanto, a matriz gerada no presente
estudo trata-se da mesma matriz formada para o uso odontolégico
(KIM et al., 2014; KOBAYASHI et al., 2012; OLIVEIRA, 2020). O
que diferencia, neste estudo, a nomenclatura, é que ao utilizar o
anticoagulante no tubo de coleta, a fim de viabilizar a contagem das
plaquetas e leucdécitos por contador hematol6gico; ha o impedimento
da coagulagdo do sangue. Logo, a formagcdo da fibrina é impedida. O
produto formado a ser analisado serd o plasma. Na auséncia de
anticoagulante, o0 mesmo método utilizado formara a L-PRF.

Em um estudo sobre matrizes plasmaticas, foi constatado que a
FRC de 200g, por 5 minutos, apresentou significativa elevacdo na

concentracdo de leucocitos no L-PRP, atingindo niveis acima de

55



100%, porém sedimentados na zona do buffy coat (OLIVEIRA, 2020).
No presente estudo, a quantidade de leucécitos ndo alcangou niveis
elevados, apontando que apenas 15% dessas células estavam presentes
na matriz formada. Essa perda pode ter sido em razdo do tempo ser
insuficiente para favorecer a difusdo — empuxo de particulas de menor
densidade para a fragdo sobrenadante ou limitante, como sugerido por
OLIVEIRA, 2020.

Por outro lado, o nimero de plaquetas no L-PRP foi superior
quando comparado ao grupo de sangue total, chegando a 49,52% no
grupo sem ozonizagéo, 52,85% e 40,69% com ozonizag&o a 40pg/mL
e 60ug/m, respectivamente.

Muitos estudos tem sido desenvolvidos com objetivo de
compreender e padronizar os métodos de centrifugacdo para que haja
melhor eficcia na obtencdo das matrizes de fibrina para finalidade
terapéutica autdloga (GHANAATI, S. et al., 2014; KOBAYASHI et
al., 2016). A maior concentracéo nesses estudos é em relacéo as células
presentes nas matrizes, uma vez que o concentrado leucoplaquetério
influencia na quantidade de exossomos e fatores de crescimento
(DOHAN EHRENFEST et al., 2010). No presente estudo, a matriz
formada teve um aumento significativo no namero de plaquetas e
VEGF, componentes essenciais para o aumento dos fatores de
crescimento. Essa variagdo nos elementos confirma a terceira hipotese
do estudo.

A terapéutica da L-PRF se concentra na polimerizacdo
adequada do fibrinogénio e na sedimentacao seletiva por centrifugagéo
de baixa rotacdo, em contraste com a coleta laboratorial, que se

concentra na sorologia. Como resultado, traumas endoteliais causados
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por mau posicionamento e inser¢do inadequada das agulhas podem
levar a formagdo precoce de coagulos, o que leva a polimerizacéo
precoce da rede de fibrina em contato com os eritrécitos. Estes eventos
podem resultar em coagulos pequenos, cheios de eritrécitos ou mesmo
sem matriz de fibrina na porcéo sobrenadante. Por isso, a coleta deve
ser com o minimo de trauma possivel e o tempo exigido de 3 a 4
minutos do inicio da coleta até o inicio da centrifugacdo deve ser
cuidadosamente observado (OLIVEIRA et al., 2018). Neste estudo, a
fim de minimizar possiveis erros metodolégicos, utilizou-se apenas
um profissional para a venopuncao, ndo ultrapassando 2 minutos para
acoleta, e um profissional para a ozonizacéo e centrifugacdo, cuidando
para ndo ultrapassar 0s 2 minutos para esse processo.

Dohan et al. 2017, avaliaram diferentes centrifugas para a
obtencdo das matrizes de L-PRF e apontaram alteracbes na
configuracdo das células presentes nessas matrizes, associando este
evento ao impacto que elas sofrem durante a centrifugacdo. E muito
importante manter a integridade celular ap6s os ciclos de
centrifugacdo, pois a degradagdo prematura pode impossibilitar
respostas bioldgicas previstas. Este estudo utilizou a FibrinFuge25,
desenvolvida especificamente para a producdo de matrizes de PRF nas
suas variadas formas.

As células responsaveis pela atividade biolégica do PRF sdo
principalmente leucocitos e plaquetas (ANDRADE ALDANA et al.,
2022; PAVLOVIC et al., 2021). Os gldbulos brancos, incluindo
neutréfilos, mondcitos e linfdcitos, participam dos processos anti-
inflamatorios e pré-inflamatérios iniciados pelo concentrado de

plaquetas ativadas (PRF). A angiogénese, o recrutamento celular, a
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diferenciacdo celular, a mineralizacdo e a regeneracdo tecidual sdo
todos os estagios da cicatrizacao de feridas e os fatores de crescimento
derivados de plaquetas (GFs) sdo armazenados na rede de fibrina
(TEMMERMAN et al., 2016; YUAN et al., 2021). Além dos GFs, o
PRF também ¢é enriquecido com leucdcitos e citocinas imunolégicas,
como a interleucina. Os leucdcitos e citocinas imunologicas sdo 0s
principais impulsionadores da regeneracdo dssea e de tecidos moles
(YUAN et al., 2021).

Wu et al., 2012, descobriram que a PRF aumenta a regeneragdo
Ossea poOs-operatéria, através do estimulo a proliferagdo de PDGF,
assim como a proliferacdo de osteoblastos e fibroblastos e regulando
positivamente, a producdo de proteinas relacionadas ao colageno.
Além de reduzir o tempo geral de cicatrizagdo das feridas. Outros
estudos mostram a existéncia de evidéncias bioldgicas convincentes
para o uso de PRF como agente bioativo para melhorar a regeneracéo
tecidual e o reparo de lesdes. Numerosos estudos bioquimicos
demonstraram que o PRF contém elevadas concentragdes de proteinas
de matriz biologicamente ativas e fatores de crescimento (GF), que s&o
gradualmente libertados pela estrutura tridimensional das
glicoproteinas no interior do coagulo de fibrina. Além disso, acredita-
se que o0 PRF desempenhe um papel nas respostas imunoldgicas 6sseas
resultantes de interagdes entre 0 0sso e o sistema imunologico. Os
fatores de crescimento sdo expressivos em matrizes de PRF e contribui
para 0 aumento da angiogénese e para a cicatrizacdo precoce de feridas
(AL-MAAWI et al., 2021; CLARK et al., 2018). No presente estudo,

os valores de VEGF-A das matrizes analisadas foram maiores que os
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valores fisiologicos, o que pode justificar a utilizagdo do PRF
associado aos biomateriais.

Estudos mostram que o ozbnio, em concentragdo de
aproximadamente 30pug/mL, melhora a oxigenagao e reduz a resposta
inflamatoria aos mediadores causadores de dor nos locais da doenca,
proporcionando a reducdo da isquemia e 0 edema da raiz nervosa
(GAUTAM et al., 2011; MURPHY et al.,, 2016). Também, o
tratamento com ozdnio, por ter propriedades anti-inflamatorias e
moduladora do sistema imune, pode efetivamente aliviar dor crénica
(BOCCI et al., 2015; WANG et al., 2023). Na presente pesquisa, 0
ozbnio foi utilizado na forma de gés, sendo introduzido no tubo, com
auxilio de uma seringa, adicionado a fracdo de sangue ja coletada e
realizada a homogeneizacdo. Como constadado por Anitua et al.
(2014) em um estudo que mostrou que o protocolo para tratamento da
matriz com oz6nio pelo método da seringa ndo altera os resultados
bioldgicos autdlogos. Apo6s apurada busca na literatura,
aparentemente, o presente estudo é o primeiro a aplicar a terapia com
0z0Onio associado ao sangue para avaliar a quantidade de plaquetas,
leucdcitos e VEGF-A nas matrizes leucoplaquetarias formadas apds a
centrifugacgdo.

O ozbnio, em doengas com estresse oxidativo crénico, tem um
significado especial. Quando utilizado em baixas concentracdes e
dosagens, vai atuar como biorregulador, enquanto a regulacdo é
blogueada quando sdo utilizadas altas concentracBes. Os autores
acreditam que a faixa de concentracdo de ozbdnio para ser utilizado
sistemicamente, na forma de auto-hemoterapia maior, ndo deve

exceder 10-40ug/mL. Acima de 50ug/mL pode ter efeito téxico e deve
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ser levado em conta e que 80pg/mL ndo deveria ser utilizado
(VIEBAHN-HAENSLER; FERNANDEZ, 2021). Neste estudo, foi
optado por utilizar 40pg/mL e 60ug/mL, sendo o primeiro valor a
janela maxima para biorregulacéo e o segundo ultrapassando-a, para
analisarmos se essa diferenca implicaria em perda na quantidade
celular das matrizes. Neste estudo, as diferentes concentracdes de
ozonio ndo implicaram em alteragBes significativas. Os valores
mantiveram-se equilibrados em todos os grupos, confirmando a quinta
hipdtese proposta.

Um estudo com o objetivo de quantificar os fatores de
crescimento presentes nas matrizes liquidas e solidas de L-PRF,
produzidas sob FRC de 177g, por 8 minutos, a 1200 rpm, constatou
que o VEGF foi liberado nas duas matrizes, tendo a maior
concentragdo no sétimo dia, com valores de 142pg/mL e 380pg/mL,
liquida e solida, respectivamente. No atual estudo, a concentracéo
média de VEGF nas matrizes de fibrina ficou em 424pg/mL. A
referéncia laboratorial para amostra em sangue total é de 129pg/mL.
Isso demonstra que a centrifugacdo gerou um aumento significativo
desses fatores de crescimento.

Segundo BOCCI; ZANARDI; TRAVAGLI, 2011a, 2011b, o
0z0dnio pode ativar a produgdo de fatores de crescimento, como fator
de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento derivado de
plaquetas e fator de crescimento transformador beta na cicatrizagdo de
feridas e inibir a formacao de fator necrético tumoral alfa, reduzindo a
inflamagdo. Neste estudo, tivemos um aumento significativo do

VEGF-A em todas as matrizes analisadas em comparacdo com o0s
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valores de referéncia, sem sofrerem influéncia do 0zbnio, rejeitando a
quarta hipotese.

Apesar das evidéncias emergentes sobre o potencial terapéutico
do ozbnio, ainda ndo ha um consenso generalizado sobre sua eficacia
como técnica terapéutica (BOCCI, 2004). A literatura cientifica sobre
utilizacdo de L-PRF associado a 0zonizagdo é praticamente nula, o que
nos mostra uma limitacdo em comparacéo de dados e a necessidade de
mais estudos para padronizar um protocolo e direcionar o0s
profissionais. Os resultados do presente estudo demonstram que a
aplicacdo do ozbnio nas matrizes ndo gera um efeito deletério nas
células e na producgdo do VEGF. Porém, sdo necessarios mais estudos
para determinar com clareza o papel do tratamento com ozdnio em

varias condicOes terapéuticas e estabelecer seu lugar na pratica clinica.

61



7. CONCLUSOES

A utilizacdo do gas de ozbnio ndo interfere na migracdo das
plaquetas e leucdcitos para a camada sobrenadante e limitante, bem
como ndo mostra prejuizos a matriz leucoplaquetaria formada. A
ozonizacdo também ndo interferiu na quantidade de plaquetas e
leucdcitos do sangue total. A centrifugagcdo a uma FRC de 200g, por
um periodo de 5 minutos, é suficiente para aumentar o nimero de
plaquetas de forma expressiva na matriz. A liberacdo de fator de
crescimento endotelial vascular € muito superior ap6s a centrifugacéo,

e nado sofre influéncia do processo de 0zonizagéo.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Novos estudos sdo necessarios para comprovar a agdo do
0z0Onio no sangue, com concentracfes menores e maiores, garantir a
melhor forma de associar a ozonioterapia ao PRF, comparar com
outras substincias adicionais ao sangue (apenas oxigénio, por
exemplo), além de protocolos com maior tempo de centrifugacao.
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Resumo

Objetivos: Este estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos do 0zonio medicinal na contagem de células dentro
de matrizes leucoplaquetarias usando amostras de sangue
humano.

Métodos: Amostras de sangue humano foram
centrifugadas para obter matrizes de plasma sanguineo.
Foram realizadas contagens de plaquetas e leucdcitos, e 0s
niveis do fator de crescimento VEGF-A foram medidos.
As amostras foram divididas em grupos: sem 0zonizacao,
0zonizagdo com concentragcdes de 40ug/mL e 60ug/mL,
tanto para o sangue total quanto para as matrizes
leucoplaquetarias.

Resultados: A ozonizagdo ndo alterou a contagem de
plaquetas, a contagem de leucécitos ou a concentracdo de
VEGF-A dentro das matrizes. A ozonioterapia nao
impediu a formagdo das matrizes. A centrifugacdo
aumentou significativamente a contagem de plaquetas sem
afetar a contagem de leucdcitos.

Conclusdo: A ozonioterapia mostra-se promissora como
terapia adjuvante para regeneracdo e cicatrizacdo de

feridas, especialmente quando combinada com fibrina rica
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em plaguetas. Apesar do aumento na contagem de
plaquetas por meio da centrifugagéo, a ozonioterapia néo
teve efeitos adversos na contagem de leucdcitos ou na
formacdo da matriz. Mais pesquisas sobre os efeitos
sinérgicos da ozonioterapia e da fibrina rica em plaquetas
na regeneragao tecidual sdo necessarias
Palavras-chave: Regeneracéo, Cicatrizacéo,
Ozonioterapia, Fibrina Rica em Plaquetas.
Introducéo

O processo de cicatrizagdo de feridas envolve eventos
celulares complexos, compreendendo estagios de
hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e maturacéo.
Embora muitas tentativas tenham sido realizadas para
obter uma previsibilidade de resposta na regeneracao
tecidual, incluindo materiais sintéticos, poucos promovem
o fornecimento direto de sangue e angiogénese
(Choukroun & Miron, 2017).

+-**Q uso de concentrados de plaquetas, como plasma
rico em plaquetas (PRP) e fibrina rica em plaquetas (PRF),
foi desenvolvido com o objetivo de utilizar as proteinas do
sangue humano como fonte de fatores de crescimento

capazes de apoiar a angiogénese e o crescimento tecidual
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(CHOUKROUN et al., 2006; KIRAN; MUKUNDA,
TILAK RAJ, 2011), além de influenciar na integracdo do
biometerial no tecido circundante, fornecendo uma
conexdo eficaz com a rede de vasos sanguineos do tecido
periimplantar do hospedeiro (GHANAATI et al., 2011). O
PRF oferece vantagens como facil manipulacao e auséncia
de aditivos (Choukroun et al., 2006), além de baixo custo
(DOHAN EHRENFEST et al., 2014) e eficiente em para
aplicacdes orais (DOHAN EHRENFEST et al., 2013).

O processo para obtencao da PRF é simplificado e sem
manipulacdo bioquimica do sangue (Choukroun et al.,
2006). A matriz celular da PRF é rica em plaquetas e
leucocitos contendo fatores de crescimento e citocinas,
apoiando a regeneracao tecidual (Kobayashi et al., 2016).
Velocidades mais baixas de centrifugacdo aumentam a
concentracdo celular dentro do PRF (Ghanaati et al.,
2014). A liberagéo sustentada de fatores de crescimento
do PRF facilita a migracdo e proliferacdo celular,
auxiliando na cicatrizacdo de feridas (EI Bagdadi et al.,
2019).

No método de ozonizagdo, o 0zonio dissolvido no

plasma reage imediatamente com biomoléculas para
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formar peroxido de hidrogénio (H202) e produtos de
oxidagdo lipidica (LOPSs), que atuam como moléculas de
sinalizacdo de ozonio, resultando nos efeitos biologicos e
terapéuticos da ozonizagdo. Essas moléculas sinalizadoras
afetam a hemoglobina e a albumina, que sdo as proteinas
mais abundantes nos glébulos vermelhos e no plasma,
respectivamente. Por estas proteinas desempenharem
funcBes fisioldgicas importantes, mudancas estruturais
resultantes de intervencdes e procedimentos terapéuticos
adicionais podem causar disfuncdo em concentragdes
incorretas (Mehraban & Seyedarabi, 2023).

Tendo em vista a crescente utilizacdo da ozonioterapia
em associacdo com 0 sangue e com 0s concentrados
sanguineos, faz-se necessdria uma padronizacdo da
obtencdo desta agregacao devido a escassez de literatura
sobre sua combinagdo com concentrados sanguineos.
Materiais e método
Aspectos éticos

Previamente ao inicio deste estudo foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Passo

Fundo e aprovado sob o nimero 6.547.726. Todos 0s
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pacientes envolvidos assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.
2.2 Delineamento e grupos de estudo****
Trata-se de um estudo cego laboratorial que avaliou

a quantidade de plaquetas, leucécitos e do Fator de
Crescimento Endotelial VVascular A (VEGF-A) de matrizes
leucoplaquetérias obtidas pela coleta de sangue venoso de
voluntarios, ozonizacdo das amostras e posterior
centrifugacdo.
Selecdo dos pacientes e critérios de incluséo e excluséo

A amostra continha 8 doadores voluntarios, com
idade entre 30 e 51 anos, homens e mulheres saudaveis,
gue ndo faziam uso de anticoagulantes ou drogas ilicitas.
Foram excluidos da amostra gestantes, lactantes,
alcodlatras e fumantes. As analises de plaquetas e
leucdcitos foram realizadas em parceria com um
laboratorio comercial da cidade de Passo Fundo. Para
analise do VEGF, as amostram foram coletadas no mesmo
dia e enviadas a um laboratorio externo parceiro.
Obtencao das amostras e grupamento

As amostras de sangue foram coletadas somente por

um operador externo treinado, estas foram obtidas em
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tubos plasticos de 4 mL com anticoagulante (EDTA)
(Greiner Bio-One, Brasil). Foi realizada antissepsia das
tampas, previamente a coleta, com &lcool 70° A
antissepsia do local a ser feita a coleta foi realizada com
swaab de alcool 70% (Labor Import, india), em unico
movimento ascendente. A flebotomia deu-se através do
garroteamento do braco e identificacdo da veia mais
calibrosa da regido selecionada (veia intermédia
antecubital). A agulha do dispositivo venipuntor (Greiner
Bio-One, Brasil) foi introduzida com bisel voltado para
cima, em angulagdo de 15° a 30°, em movimento Unico. O
tubo foi apoiado no interior do adaptador de agulha e
comprimido para perfuracdo da tampa de borracha até seu
completo enchimento (Figura 1). Foram coletadas 9
amostras (tubos) para cada voluntario.
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Figura 1. Sequéncia da venopuncdo para obtencdo das
amostras. A) Antissepsia da tampa do tubo. B) Garroteamento
do brago e palpacgédo digital. C) Antissepsia do local a ser
puncionado D) Insercéo do dispositivo venipuntor. E) Insercéo
e compressdo do tubo sobre a tampa para seu completo
enchimento. F) Remocdo do dispositivo venopuntor e
compresséo do local

Na troca de cada tubo o procedimento de inser¢ao no
adaptador foi repetido e ap6s remoc¢do do ultimo tubo,
realizou-se a compressao da veia puncionada com rolo de
algodao estéril e remogdo da agulha. A coleta ndo
ultrapassou 2 minutos para as 9 amostras de cada
voluntério.

Dessas amostras (n=9), trés foram separadas
aleatoriamente, para controle, e ndo passaram pelo

processo de ozonizacdo; sendo matriz leucoplaquetaria
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sem ozonizacdo (Gl), matriz leucoplaquetaria sem
ozonizacdo VEGF-A (GI1V) e sangue total sem ozonizagao
(GVII). Os outros seis tubos foram selecionados
aleatoriamente e passaram pelo processo de ozonizacéo
com 4 mL de gas de ozbnio introduzidos ao tubo com
auxilio de uma seringa de 5mL (BD, Brasil) e agulha 21G
(BD, Brasil). A homogeneizagdo foi realizada
manualmente com movimento pendular por 30 segundos:
trés deles na concentracdo de 40ug/mL; matriz
leucoplaquetaria 40ug/mL (GII), matriz leucoplaquetaria
VEGF-A 40pg/mL (GV) e sangue total 40ug/mL (GVIII);
e trés com 60ug/mL: matriz leucoplaquetaria 60ug/mL
(GI1), matriz leucoplaquetaria VEGF-A 60ug/mL (GVI)
e sangue total 60pg/mL (GIX). Os grupos de sangue total
ndo passaram pelo processo de centrifugacdo. O gas de
Oz6nio medicinal foi gerado através de um gerador de
0z6nio especifico Medplus MX (Philozon, Brasil).
Centrifugacao

Foi realizada utilizando centrifuga Fibrinfuge25®
(Montserrat, Brasil), com forca centrifuga relativa (FCR)
de 200g, durante 5 minutos, iniciando imediatamente ap6s

a coleta e preparo das amostras ozonizadas.
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Obtencédo do plasma sanguineo

Para viabilizar a contagem das plaquetas e leucécitos
por contador hematoldgico eletrénico, a coleta das
amostras sanguineas foi realizada com tubos contendo
EDTA. Deste modo, obteve-se o plasma sanguineo,
caracterizado experimentalmente como plasma pobre em
plaquetas (PPP) e plasma rico em plaquetas e leucécitos
(L-PRP). Essa contagem foi feita no sangue total (sem
centrifugacdo) e nas duas fracdes sobrenadantes obtidas
apos a centrifugacdo, o PPP e L-PRP, conjuntamente.

Imediatamente ap6s o ciclo de centrifugacdo, pode-
se observar a divisdo dos produtos, separados em cada tubo
nas seguintes fracdes: superior do sobrenadante, o PPP;
inferior do sobrenadante, o L-PRP e o sedimentos de
eritrécitos. As fracbes do PPP e L-PRP, que formam a
matriz de fibrina quando ndo € utilizado o anticoagulante,
foram aspiradas e transferidas para um tubo isento de
aditivos, com auxilio de uma pipeta automatica e realizado
pelo mesmo operador para todas as amostras.

Para a analise celular, as amostras foram
centrifugadas de acordo com a proposta experimental,

fracionadas e processadas no contador eletrdnico
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automatico Icounter 5D (Diagno, Hungria). O
equipamento foi calibrado de acordo com os padrbes
preconizados pelo fabricante para a contagem das séries
eritrocitaria, leucocitaria com diferencial e plaquetaria.

Ja para o0 exame do Fator de Crescimento Endotelial
Vascular A (VEGF-A) nas matrizes, as amostras alocadas
nos tubos sem aditivos foram diretamente para o
ultrafreezer e enviadas para realizacdo do exame em
laboratdrio externo, seguindo todos os padrdes de logistica
para transporte de material biolégico. A andlise foi
realizada atraves de um espectrofotdmetro SpectraMAX
340 (California, EUA).

Resultados

Os resultados quantitativos das analises por contador

eletrnico e a comparacdo estatistica de Tukey entre 0s

grupos estdo apresentados nas tabelas a seguir.

Tabela 4. Valores das plaquetas presentes nas matrizes de PRF e
sangue total, antes e apds a ozonizagéo (p/mm3).

PRF Sangue
Sem 343,31 76,5 Aa 229,6 + 54,5 Ab
Ozonizagéo
40 345,6 £ 76,7 Aa 226,1 £57,1 Ab
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60 318,4 +123,8 Aa | 226,3+54,5Ab

* Letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam auséncia de
diferenga estatistica (RM ANOVA e Tukey, a=0,05).

** |etras minusculas iguais na mesma linha indicam auséncia de
diferenca estatistica (Teste t, a=0,05).

A FRC de 200/5min gerou concentracbes de
plaquetas de modo suprafisiolégico quando comparada a
do sangue total (p<0,032 para todos os testes t),
correspondendo a um aumento de 49,52% para 0 grupo
sem o0zonizacao; 52,85% para 0 grupo com 0zonizacgao a
40pug/mL e 40,69% com ozonizagdo a 60pg/mL. Entre os
grupos, tanto de sangue total (p=0,5684), quanto das
matrizes (p=0,4570), ndo houve diferenca estatistica entre

as amostras com e sem 0zonio.

Tabela 5. Valores dos leucocitos presentes nas matrizes de PRF e
sangue total, antes e apds a ozonizagdo. Unidade de medida p/mmé,

PRF Sangue
Sem 1,409 + 1,770 Aa 9,52 £ 3,60 Ab
Ozonizagéo
40 1,204 + 0,544 Aa 9,45 + 3,84 Ab
60 1,649 + 1,837 Aa 9,41 £ 3,69 Ab

* Letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam auséncia de
diferenca estatistica (RM ANOVA e Tukey, a=0,05).
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** |etras minusculas iguais na mesma linha indicam auséncia de
diferenca estatistica (Teste t, a=0,05).

N&o houve diferenca na contagem de leucocitos
entre 0s grupos sem ozonizacgdo, 40 e 60, tanto para as
matrizes de PRF (p=0,7607) como para sangue total
(p=0,6446). Comparando sangue total com matrizes,
houve uma reducdo na contagem (p<0,002) em todas as
situacoes.

A contagem de leucdcitos totais revelou que cerca de
84,98% dos leuctcitos ficou na porcdo sedimentada
indicando que o tempo de 5 minutos nao foi suficiente para
favorecer a difusdo — propulsdo de particulas de menor
densidade para a fracdo sobrenadante ou limitante.

Os valores de liberacdo do VEGF foram descritos em
pg/mL e ndo houve diferenca estatistica (p=0,7882) entre
0s grupos analisados: matriz sem ozonizagdo, ozonizada
com 40ug/mL e 60pg/mL de concentracdo de ozoénio.
Quando esses valores sdo comparados ao valor de
referéncia laboratorial, que é de 129pg/mL, houve um
aumento suprafisiolégico do fator de crescimento

analisado.
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Tabela 6. Valores do VEGF-A presentes nas matrizes de PRF antes e
apos a ozonizagdo. Unidade de medida pg/mL.

PRF
Sem 440,9 + 2448 a
Ozonizagao
40 431,0+302,0a
60 400,6 +£208,5a

* Letras iguais na mesma coluna indicam auséncia de diferenca
estatistica (RM ANOVA e Tukey, a=0,05).

Os dados foram tabulados e analisados através do
software Minitab® 18 e GraphPad Prism 6. Inicialmente,
foi feita a analise descritiva dos dados. Foi efetuada a
analise de igualdade de variancia (¢=0,05), seguido pelo
teste de ANOVA para medidas repetidas (Repeated
measures ANOVA), seguida por Tukey (0=0,05).
Também foi efetuada uma comparacgéo por teste t pareado
(0=0,05).

Discusséo

A avaliacdo da quantidade de plaquetas, leucdcitos
e a presenca de VEGF nas matrizes leucoplaquetarias
formadas ap0s a centrifugacdo e ozonizacao. Os resultados

indicaram que 0 0zbnio nao teve um efeito estatisticamente
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significativo, enquanto a centrifugacdo aumentou 0s
valores de plaquetas e VEGF, mas reduziu o numero de
leucdcitos em relagdo ao sangue total.

Estudos anteriores sobre matrizes plasmaticas
apresentam diferencas conceituais e metodoldgicas. Neste
estudo, a matriz formada foi semelhante aquela usada em
odontologia, com a nomenclatura variando de acordo com
a presenca ou auséncia de anticoagulante (Kim et al., 2014;
Kobayashi et al., 2012). O que diferencia, neste estudo, a
nomenclatura, é que ao utilizar o anticoagulante no tubo de
coleta, a fim de viabilizar a contagem das plaquetas e
leucdcitos por contador hematoldgico; ha o impedimento
da coagulacdo do sangue. Logo, a formacdo da fibrina é
impedida. O produto formado a ser analisado serd o
plasma. Na auséncia de anticoagulante, 0 mesmo método
utilizado formara a L-PRF.

Em um estudo sobre matrizes plasmaticas, foi
constatado que a FRC de 200g, por 5 minutos, apresentou
significativa elevacdo na concentragéo de leucdcitos no L-
PRP, atingindo niveis acima de 100%, porém
sedimentados na zona do buffy coat (OLIVEIRA, 2020).

No presente estudo, a quantidade de leucocitos nao
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alcancou niveis elevados, apontando que apenas 15%
dessas células estavam presentes na matriz formada. Essa
perda pode ter sido em razdo do tempo ser insuficiente para
favorecer a difusdo — empuxo de particulas de menor
densidade para a fracdo sobrenadante ou limitante, como
sugerido por OLIVEIRA, 2020.

Por outro lado, 0 nimero de plaquetas no L-PRP
foi superior quando comparado ao grupo de sangue total,
chegando a 49,52% no grupo sem ozonizacdo, 52,85% e
40,69% com ozonizagdo a 40ug/mL e 60ug/m,
respectivamente.

Muitos estudos tem sido desenvolvidos com
objetivo de compreender e padronizar os métodos de
centrifugacdo para que haja melhor eficicia na obtencéo
das matrizes de fibrina para finalidade terapéutica autéloga
(GHANAATI, S. et al., 2014; KOBAYASHI et al., 2016).
A maior concentracdo nesses estudos é em relacdo as
células presentes nas matrizes, uma vez que o concentrado
leucoplaquetario influencia na quantidade de exossomos e
fatores de crescimento (DOHAN EHRENFEST et al.,
2010). No presente estudo, a matriz formada teve um

aumento significativo no numero de plaquetas e VEGF,
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componentes essenciais para o aumento dos fatores de
crescimento.

Dohan et al. 2017, avaliaram diferentes centrifugas
para a obtencdo das matrizes de L-PRF e apontaram
alteracdes na configuracdo das células presentes nessas
matrizes, associando este evento ao impacto que elas
sofrem durante a centrifugacdo. E muito importante
manter a integridade celular ap6s os ciclos de
centrifugacdo, pois a degradacdo prematura pode
impossibilitar respostas bioldgicas previstas. Este estudo
utilizou a FibrinFuge25, desenvolvida especificamente
para a producdo de matrizes de PRF nas suas variadas
formas.

Wu et al., 2012, descobriram que a PRF aumenta a
regeneracdo 6ssea pés-operatéria, através do estimulo a
proliferacdo de PDGF, assim como a proliferacdo de
osteoblastos e fibroblastos e regulando positivamente, a
producéo de proteinas relacionadas ao coladgeno. Além de
reduzir o tempo geral de cicatrizacdo das feridas. Outros
estudos mostram a existéncia de evidéncias bioldgicas
convincentes para o uso de PRF como agente bioativo para

melhorar a regeneracdo tecidual e o reparo de lesdes.
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Numerosos estudos bioquimicos demonstraram que o PRF
contém elevadas concentracBes de proteinas de matriz
biologicamente ativas e fatores de crescimento (GF), que
sdo gradualmente libertados pela estrutura tridimensional
das glicoproteinas no interior do coagulo de fibrina. Além
disso, acredita-se que o PRF desempenhe um papel nas
respostas imunoldgicas désseas resultantes de interacbes
entre 0 0sso e 0 sistema imunoldgico. Os fatores de
crescimento sdo expressivos em matrizes de PRF e
contribui para 0 aumento da angiogénese e para a
cicatrizacao precoce de feridas (AL-MAAWI et al., 2021;
CLARK et al., 2018). No presente estudo, os valores de
VEGF-A das matrizes analisadas foram maiores que 0s
valores fisioldgicos, o que pode justificar a utilizacdo do
PRF associado aos biomateriais.

Estudos mostram que o ozbnio, em concentracao
de aproximadamente 30pg/mL, melhora a oxigenagdo e
reduz a resposta inflamatoria aos mediadores causadores
de dor nos locais da doenca, proporcionando a reducéo da
isquemia e o0 edema da raiz nervosa (GAUTAM et al.,
2011; MURPHY et al., 2016). Também, o tratamento com

ozonio, por ter propriedades anti-inflamatérias e

98



moduladora do sistema imune, pode efetivamente aliviar
dor cronica (BOCCI et al., 2015; WANG et al., 2023). Na
presente pesquisa, 0 0zénio foi utilizado na forma de gas,
sendo introduzido no tubo, com auxilio de uma seringa,
adicionado a fracdo de sangue ja coletada e realizada a
homogeneizagdo. Como constadado por Anitua et al.
(2014) em um estudo que mostrou que o protocolo para
tratamento da matriz com o0zénio pelo método da seringa
ndo altera os resultados biolodgicos autdlogos. Apds
apurada busca na literatura, aparentemente, 0 presente
estudo é o primeiro a aplicar a terapia com ozbnio
associado ao sangue para avaliar a quantidade de
plaquetas, leucocitos e VEGF-A nas matrizes
leucoplaquetéarias formadas apds a centrifugacéo.

O o0z6nio, em doencas com estresse oxidativo
crénico, tem um significado especial. Quando utilizado em
baixas concentragdes e dosagens, vai atuar como
biorregulador, enquanto a regulacdo é bloqueada quando
sdo utilizadas altas concentraces. Os autores acreditam
que a faixa de concentracdo de ozénio para ser utilizado
sistemicamente, na forma de auto-hemoterapia maior, néo

deve exceder 10-40pg/mL. Acima de 50ug/mL pode ter
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efeito toxico e deve ser levado em conta e que 80ug/mL
ndo deveria ser utilizado (VIEBAHN-HAENSLER;
FERNANDEZ, 2021). Neste estudo, foi optado por utilizar
40pg/mL e 60upg/mL, sendo o primeiro valor a janela
méaxima para biorregulacdo e o segundo ultrapassando-a,
para analisarmos se essa diferenga implicaria em perda na
quantidade celular das matrizes. Neste estudo, as
diferentes concentracdes de 0z6nio ndo implicaram em
alteracbes significativas. Os valores mantiveram-se
equilibrados em todos os grupos, confirmando a quinta
hipo6tese proposta.

Segundo BOCCI; ZANARDI; TRAVAGLI,
2011a, 2011b, o0 0zbdnio pode ativar a producdo de fatores
de crescimento, como fator de crescimento endotelial
vascular, fator de crescimento derivado de plaquetas e
fator de crescimento transformador beta na cicatrizacdo de
feridas e inibir a formacg&o de fator necrotico tumoral alfa,
reduzindo a inflamacdo. Neste estudo, tivemos um
aumento significativo do VEGF-A em todas as matrizes
analisadas em comparagdo com os valores de referéncia

laboratoriais, independendo da utilizacdo do ozénio.
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Embora o potencial terapéutico do ozénio seja
reconhecido, ainda néo ha consenso sobre sua eficicia. A
literatura cientifica sobre a associacdo de L-PRF e
0zonizacao é escassa, destacando a necessidade de mais
estudos para estabelecer um protocolo padronizado e
esclarecer seu papel na prética clinica (Viebahn-Haensler
& Fernandez, 2021).

Por fim, os resultados deste estudo indicam que a
aplicacdo do oz6nio nas matrizes ndo prejudica as células
nem a producdo de VEGF, mas mais pesquisas S&o
necessarias para entender completamente o papel do
tratamento com o0z6nio em diversas condi¢bes
terapéuticas.

Concluséo

A utilizacdo do gas de 0zdnio ndo afeta a formacdo da
matriz leucoplaquetaria nem interfere na migracdo das
plaquetas e leucdcitos. Além disso, ndo ha impacto na
quantidade de plaquetas e leucocitos presentes no sangue
total. A centrifugacdo a uma Forca Relativa Centrifuga
(FRC) de 200g por 5 minutos é eficaz para aumentar
significativamente o numero de plaquetas na matriz. A

liberacdo do fator de crescimento endotelial vascular é
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notavelmente maior apds a centrifugacdo e nao é afetada
pela ozonizagéo.
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