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RESUMO

A biotecnologia associada a regeneracdo Ossea guiada, desenvolvida por
Choukroun em sua primeira geragao de PRP - fibrina rica em plaquetas - alavancou
diversos estudos e avangos técnicos chegando a outros protocolos de compostos

plaquetarios com beneficios em procedimentos cirurgicos e odontoldgicos.

Busca-se neste trabalho fazer um amarrado entre esta primeira geragao de
fibrina rica em plaquetas versus geracédo posterior de concentrados plaquetarios
procurando entender suas aplicagbes e vantagens, onde através destes novos
protocolos puderam ser desenvolvidos técnicas com objetivo de melhorar a velocidade

de recuperacgao do paciente aliado a maior eficacia dos procedimentos cirurgicos.

Um breve resumo sobre fatores de crescimento e cascata de coagulagdo é

demonstrada no capitulo quatro (04), e por fim concluindo o presente trabalho.

Palavras chave: Fibrina Rica em Plaquetas, Plasma Rico em Plaquetas,
Regeneracdo Ossea Guiada, Engenharia Tecidual, |-PRF, LPRF, Fatores de

Crescimento Plaquetarios.



ABSTRACT

The bone regeneration biotechnology developed by Choukroun on its first
platelet-rich fibrin generation has been motivation of several authors to enhance
developments of new technology and keep going one step more in many others fibrin
protocols with many advantages related to recovery time on patients as well as

orthodontics’ procedures effectiveness.

Seeks to make in this work a link among this first generation of platelet-rich fibrin
versus next generation of platelet concentrate, in order to understand its applications
and advantages, where throughout these new protocols” techniques could developing
new paths with objective of achieving greater patient recovery combined with efficacy

of surgical procedures.

A brief summary of growth factors and coagulation cascade is characterized in

chapter four (04), and finally concluding the present work.

Keywords: Platelet Rich Fibrin, Platelet Rich Plasma, Guided Bone
Regeneration, Tissue Engineering, I-PRF, LPRF, Platelet Growth Factors.
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1 INTRODUGAO

A biotecnologia associada a regeneragao 6ssea guiada tem sido amplamente
estudada nos ultimos anos, pela sua utilizagdo em procedimentos cirurgicos orais,
onde foi desenvolvida a técnica do Plasma Rico em Plaquetas (PRP), seguida pela
segunda geracgao de agregados plaquetarios, o Plasma Rico em Fibrina (PRF), ambas

desenvolvidas por Choukroun na Francga.

O uso de Fibrina Rica em Plaquetas (PRF), segunda geragdo como
concentrados plaquetarios, tem como vantagem ser um material autélogo, organico,
atéxico e ndo imunorreativo de facil manuseio, baixo custo, sem aditivos bioquimicos,
com resultados promissores na regeneragao tecidual e na cicatrizagéo. A partir desse
material ocorre uma evolugdo na busca de uma regeneracgéo tecidual completa e

eficaz.

Foram desenvolvidos varios protocolos de centrifugagao para uma melhora na
qualidade e resolugdo mais critica do processo de cicatrizacéo tecidual, através da
migragao, proliferagéo, diferenciagéo celular, armazenamento e liberagdo dos fatores

de crescimento, e angiogénese.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Camargo G. C. A. G. et al. (2012), realizaram uma reviséo integrativa por
consulta no Pubmed e na Biblioteca Virtual de saude (BVS) com palavras chave como:
Plasma Rica em Fibrina, Plasma Rica em Plaquetas, Regeneracgéo. Conclui-se ali que
a primeira proposta de concentrados plaquetarios para uso clinico inclui o Plasma Rico
em Plaquetas (PRP) que necessita de anticoagulantes nos tubos de coleta de sangue
e pode ser utilizado de forma liquida ou em gel, formado apds a adigao de um agente

ativador de coagulagao de plaquetas.

Costa A. P. et al. (2013), descreveram que aplicagao das plaquetas nos locais
lesionados se aderem ao colageno formando um tamp&o plaquetario através da
ativagao dos fatores de crescimento, macrofagos, osteoblastos, fibroblastos e células
mesenquimais indiferenciadas. As plaquetas representam o componente mais
importante quando objetivo € a modulagao cicatricial, apresentando propriedades anti-
inflamatorias e regenerativas. Em conjunto existe células brancas que garantem a
resisténcia natural aos fatores que dizem respeito a processos infecciosos ou
alérgicos, estes componentes sdo, de fato, importantes para defesa do organismo
contra agentes estranhos. Nao obstante e de fundamental importancia é tranquilizar o
paciente quanto a ansiedade e o temor por agulhas, pois a visualizagdo do sangue
pode causar um reflexo vagal com consequente sincope e ativagdo do sistema
nervoso simpatico, produzindo vasoconstricdo, sendo esse um fenémeno indesejavel

e se torna um fator complicador para a puncio venosa.

Ghanaati S. et al. (2014), com o objetivo de melhorar o conceito de Fibrina Rica
em Plaquetas realizaram este estudo para avaliar histologicamente e
histomorfologicamente o padréo de cultivo celular de fibrinas de coagulo aplicando os
protocolos de centrifugacdo de 815G x 12 minutos para L-PRF e 250G x 14 minutos
para A-PRF.

O A-PRF mostrou uma estrutura mais solta com espaco inter-fibroso e mais
células encontradas no coagulo rico em fibrina, células foram distribuidas de maneira
mais uniforme em todo o coagulo com maior quantidade na parte distal do coagulo

quando em comparagao ao L-PRF.
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Rodrigues G. et al. (2015), buscaram evidéncias dos beneficios na formagao
Ossea e regeneragao de Fibrinas Rica em Plaquetas, realizaram levantamento
bibliografico dos artigos publicados entre 1985 e 2013. O termo utilizado foi Fibrina
Rica em Plaquetas (L-PRF), vinte e um artigos foram selecionados a fim de relatar a
performance de cicatrizagao e regeneragao 6ssea pela Fibrina Rica em Plaquetas (L-
PRF) na Implantodontia. Os resultados mostraram diferencas significantes
favorecendo o grupo experimental em comparac&o ao grupo controle, para torque de

remocao, neoformacgao 0ssea e area de contato entre o osso e implante.

Mourao F. A. B. et al. (2015), pesquisaram os concentrados plaquetarios de
segunda geracgao, até o recente coagulo avancado de Fibrina Rica em Plaquetas (I-
PRF), este concentrado plaquetario propde uma aceleragao na cicatrizagéo de tecidos
moles e duros através do aumento dos fatores de crescimento. utilizando agregados
plaquetarios injetaveis autélogos com a utilizagdo de materiais particulados para
enxertia 6ssea na sua forma polimerizada. Em 1990 foi apresentado o Plasma Rico
em Plaquetas (PRP), seguido pela segunda geragdo de agregados plaquetarios o
Plasma Rico em Fibrina (PRF) até o recente coagulo avancado de fibrina rica em
plaquetas (A-PRF).

Estes concentrados plaquetarios propdem uma aceleracdo na cicatrizacao de
tecidos moles e duros através do aumento da concentragao de fatores de crescimento,
dos quais seguem: Fator de crescimento transformante Beta (TGF-B); Fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF1); Fator de crescimento derivados das
plaquetas (PDGF); Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF); Fator de
crescimento fibroblastico (FGF); Fator de crescimento epidermal (EGF) e; Fator de
crescimento epidermal, derivados das plaquetas (PDEGF). A obtencédo do L-PRF sé
foi possivel pela utilizagdo de tubos de coleta sem aditivos e com tempo de
centrifugagdo menor, diferente dos tubos com ativadores de coagulo usualmente
utilizados para analise bioquimica sanguinea e na confecgédo do L-PRF, verificou-se
que em procedimentos regenerativos a técnica de L-PRF possibilita a incorporagéo
de enxertia 60ssea sem uso de anticoagulantes ou de outros aditivos com grande

SuUCesso.

Meirelles M. E. (2016), descreveram a importancia da cascata de coagulagao

baseado nas superficies celulares, através de pesquisas bibliograficas.
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Carvalho M. G. et. al. (2016), revisaram o conceito da cascata de coagulacao e
suas interagdes bioquimicas dos fatores de coagulagéo, vias intrinseca, extrinseca e

comum.

Pasche G. et al. (2016), realizaram um estudo para a obten¢do do PRP (Plasma
Rico em Plaquetas) e seu uso na odontologia onde vem sendo utilizado desde a
década de 90 para acelerar o reparo 6ésseo proporcionando uma regeneragao ossea.
As plaquetas sao pequenos fragmentos citoplasmaticos anucleados da célula da
medula éssea denominados megacariécitos, que realizam a formagao do coagulo e
liberagao dos fatores de crescimento para a coagulagao sanguinea, sendo obtido de
forma simples com base em uma amostra de sangue do individuo no pré-operatério
onde esse sangue centrifugado é retirado a concentragédo de plaquetas que se torna
um gel e coloca-se na ferida cirurgica onde se inicia a liberagdo dos fatores de
crescimento, o que vem a acelerar a cicatrizagdo de feridas com resultados

promissores.

Segundo Choukroun M. D. et al. (2016), ha 2 décadas atras a fibrina rica em
plaquetas (PRF) foi introduzia pela primeira vez na aérea médica, inicialmente o
objetivo primario era desenvolver uma terapia onde os concentrados de plaquetas
pudessem ser introduzidos nas feridas, utilizando efetivamente a capacidade de cura
natural do corpo. Isto foi conseguido através da coleta dos fatores de crescimento
derivados do sangue de uma forma natural o plasma rico em plaquetas (PRP) e o fator
de crescimento rico em plaquetas (PRGF) foram comercializados mas continham
subprodutos secundarios que eram ambos inibidores ndo naturais e conhecidos na
cicatrizagao das feridas, ao remover esses anticoagulantes e modificar os protocolos
de centrifugagao, o PRF foi introduzido alguns anos depois, onde incluiu o importante
papel da fibrina e liberacido preferencial de fatores de crescimento durante periodos
mais longos de tempo de PRF, além disso ao introduzir um novo conjunto de células
em concentrados de plaquetas (leucdcitos) com grande sucesso na cicatrizagao. Nos
ultimos 5 anos modificagbes adicionais na velocidade e tempo de centrifugagao
melhoraram o PRF agora conhecido como “centrifugacéo de baixa velocidade”, onde
trés componentes principais da PRF foram observadas como componentes chave
que auxiliam na regeneragdo tecidual, o PRF possui uma matriz de fibrina
tridimensional contendo varios fatores de crescimento TGF(, PDGF, e VEGF, fator de

crescimento de insulina IGF, fator de crescimento epidérmico EGF, e leucocitos (em
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oposigao as plaquetas) sao os principais implicadores no processo de cicatrizagao de
feridas teciduais capazes de aumentar ainda mais a formacdo de novos vasos

sanguineos (angiogénese) e formacgao de tecidos.

Oliveira P. K. et al. (2017), descreveram o uso do LPRF como uma técnica
simples e rapida de baixo custo, atua como bio-barreiras protegendo o leito enxertado;
fonte de fatores de crescimento e leucdcitos; estimula a angiogénese, formacéo de
matriz O0ssea; acelera a cicatrizagdo e maturagdo do tecido gengival, possui

propriedades anti-hemorragicas e antibacterianas, redugéo de dor e edema.

Kobayashi F. M. et al. (2017), modificaram a velocidade de centrifugacao e o
tempo com conceito de baixa velocidade para quantificar a qualidade de rede de
fibrina coletada através do uso do PRF e suas derivagbes alcancadas. Sabendo-se
que o PREF foi introduzido como uma fonte autdbgena de sangue onde estimulava os
fatores de crescimento para evitar a cascata de coagulagao completa, por ndo conter
anticoagulantes, fornece uma matriz de fibrina tridimensional que pode ser usada
como uma ‘rede” onde protege e forma uma membrana com regeneragcdo Ossea
guiada e regeneragao tecidual. Observaram que com um tempo maior de
centrifugacao e diminuicdo da velocidade, os fatores de crescimento foram liberados
em maior quantidade e por mais tempo, numero de leucécitos foram aumentados,
como de fatores de crescimento: PDGE, TGF-31, VEGF, EGF, IGF.

Morqui et al. (2017), compilaram estudos referentes aos concentrados
plaquetarios autdlogos de PRP (Plasma Rica em Plaquetas) e PRF (Fibrina Rica em
Plaquetas) realizaram pesquisas entre os anos de 2015 e 2016 sobre os concentrados
autégenos e seus métodos de utilizagdo na pratica odontoldgica. O Plasma Rico em
Plaquetas é derivado do processamento laboratorial de sangue autégeno, colhido no
momento pré-operatorio, sua terapéutica se fundamenta na aceleracdo do processo
de cicatrizacio por meio de fatores de crescimento. O preparo do PRP utiliza trombina
bovina e associagao de cloreto de calcio para iniciar a ultima fase de coagulagao e de
polimerizacgao de fibrina subita. O método de Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) utiliza
se de sangue autélogo sem o uso de anticoagulante, ou trombina (ou qualquer outro
agente de gelificacado), utiliza-se o sangue centrifugado sem qualquer adigdo de outro
material ndo autégeno, tornando-se a técnica mais facil de ser realizada e com grande
eficacia, o coagulo natural otimizado, melhora o processo de cicatrizagdo natural. Na

Implantodontia é utilizado em: Levantamentos de seio maxilar; como membrana;
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material de preenchimento; tratamento de perfuracdes da membrana do seio maxilar
coadjuvante a regeneracao 0ssea guiada; Peri-implantite; Preenchimento de alvéolo
apos a exodontia; Pode ser suturado nas bordas de retalho; Manutengdo de volume

0sseo em implantes imediatos; Aumento de tecido mole e recobrimento de implantes.

Pdde-se concluir que L- PRF e PRP apresentam resultados semelhantes sendo
a técnica de L-PRF mais simples, menos sensivel e consumir menos tempo

comparado a técnica do PRP.

Fernandes G. V. O. et al. (2017), realizaram estudos para esclarecimento dos
beneficios e limitagdes do uso do plasma rico em fibrina (PRF) em regeneragao 6ssea
guiada. O enxerto 6sseo autdégeno cuja area doadora € o proprio paciente se
caracteriza pela capacidade de osteoindugao e osteocondug¢ao considerando ser um
material padrdo para a reconstrucdo de processos alveolares atroficos, sofrendo
limitacbes de acordo com a extensido da aérea a ser reparada, pesquisaram também
0 uso de ossos homogéneos e heterogéneos, que nao contém células vivas, mas
podem apresentar caracteristicas osteocondutoras na sua integragdo nos sitios
receptores, n&o necessitando de um sitio cirurgico (doador), assim necessitam menor

tempo cirurgico para realizagédo das reconstrucoes.

Diniz C. P. (2017), descreveu a relagao bioldgica envolvida entre a regeneragao
tecidual e o PRF.

Angiogénese é explicada pela estrutura tridimensional do gel de fibrina e pela
acao simultanea de citocinas presas na malha de fator de crescimento fibroblastico
(FGFb), angiopoetina (VEGF), fatores de crescimento derivados das plaquetas
(PDGF), que somado a rigidez da matriz do PRF influenciam diretamente na

angiogénese.

As plaquetas desempenham um papel crucial na hemostasia e também s&o
importantes no processo regenerativo das lesdes e tecidos. Durante a degranulagao
das plaquetas que ocorre no momento da sua ativacdo, liberam-se citocinas
estimuladoras da migragao e proliferagao celular na matriz de fibrina dando inicio as

primeiras fases da cicatrizag&o.

Além dos enxertos disponiveis para a reparagao ossea foram desenvolvidos

biomateriais para melhorar o processo de regeneragao através da potencializagdo da
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atividade de cicatrizagcdo como o PRP (Plasma rico em Plaquetas) e o PRF (Plasma

rico em Fibrina).

Sabina D. et al. (2018), realizaram estudos sobre o impacto biologico e cirurgico
de leucdcitos e fibrina dos concentrados plaquetarios com o objetivo de analisar a
maior e menor eficacia de células brancas e da fibrina nos concentrados plaquetarios

de primeira e segunda geragao concluiram que:

A autora concluiu que os derivados sanguineos produziram uma eficacia
bioldgica atraves da libertagdo de fatores de crescimento pelas plaquetas e agem na
agao imunoldégica dos leucdcitos, uma vez introduzida no local de interesse induzem
uma proliferagcdo das células adjacentes com alguma relevancia no potencial de

diferenciacao celular.

Takamori R. E. et al. (2018), estudaram o PRF (Plasma Rico em Fibrina) que
faz parte da segunda geracao dos concentrados plaquetarios sendo obtido através de
um protocolo aberto, o sangue é coletado em tubos de vidro ou plastico, sem

anticoagulantes e imediatamente submetidos a uma centrifugacéo suave.

O Advanced PRF (A-PRF) foi desenvolvido com a proposta de aumentar o
numero de linfécitos B e T além de plaquetas nas redes de fibrina, onde utilizaram
uma velocidade de centrifugacao mais baixa (1500 rpm, equivalente a 250G) que a
do protocolo inicial do PRF e o tempo de 14 minutos. Esses autores concluiram que
ambas as técnicas obtiveram sucesso na formag¢éo do coagulo sendo o A-PRF mais
eficiente devido a sua grande concentragao de plaquetas no coagulo com uma rede

de fibrina mais densa e eficaz.

Amaral G. R. et. al. (2018), relataram as aplicagbes do PRP (Plasma Rica em
Plaquetas) e do PRF (Plasma Rico em Fibrina) na odontologia devido sua
previsibilidade e armacdo osteocondutora e estimulando as préprias células do

paciente no sentido de uma resposta regenerativa com grande potencial de cura.

Araujo F. R. et. al. (2018), analisaram os constituintes celulares e fatores de
crescimento presentes no: PRP, PRF e |-PRF e realizaram estudos através de
contagem de células por citometria de fluxo e imunoensaio ELISA. Os resultados
encontrados foram que ambos apresentaram semelhangas na morfologia das

estruturas, sendo encontrados maior quantidade linfécitos e neutréfilos no I-PRF pelo
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seu peso molecular ser maior comparado as plaquetas, ao ser centrifugado gerando

um grande potencial de cura.

Varela A. H. et al. (2018), realizaram pesquisas para elucidar a morfologia e
caracterizacdo das células encontradas no I-PRF. Os achados macroscopicos
demonstram que o |I-PRF na sua forma liquida inicia um processo de polimerizagao
da fibrina adquirindo uma forma de gel apds cerca de 20 minutos, a quantidade de
células em volume sanguineo fixo sera determinada pelas caracteristicas individuais
de cada paciente e pelo processo de centrifugagdo, ainda ndo € conhecida a
concentracao ideal de plaquetas e de seus fatores de crescimento para a aceleragao
da regeneragdo Ossea, sabe-se que uma reposta suficiente a concentragcado de
plaquetas comega quando se alcanca um aumento de plaquetas 4 a 5 vezes do
numero inicial de plaquetas. Esses autores relatam que em certas concentragbes o
derivado plaquetario pode até inibir a regeneragao, por isso tem sugerido que a
quantidade de 1.000.000 de plaquetas/p € uma concentragao adequada para alcancar
efeitos bioldgicos vantajosos na reparagao tecidual. Testes imuno-histoquimicas para
as citocinas IL-10 e TGFB o I-PRF mostrou maiores niveis de imunomarcacao, que
possuem maior pode imunossupressor. Com isso os autores concluiram, que o
processo de polimerizacdo para producao de I-PRF produz uma rede tridimensional
de fibrina mais complexa, densa e com fibras mais espessas em relagdo ao coagulo

sanguineo.

Os critérios de incluséo foram artigos na area de implantodontia com mais de 5
anos de publicagdo, puderam concluir que o PRF apresentou bom indice de
osseointegragdo com grandes propriedades curativas e regenerativas, excelente
biocompatibilidade e bioatividades, auséncia de sintomatologia dolorosa,
proporcionou uma o6tima condigao tecidual, acesso rapido aos fatores de crescimento

melhorando a aceleragao das vias normais de cicatrizacao.

Medina F. T. et al. (2019), realizaram uma sistematica comparagao cientifica
dos diferentes tipos de hemoderivados devido as grandes variagdes intrinsecas e
biolégicas em produtos autdlogos e devido a falta de padronizagdo dos varios
protocolos utilizados, conclui-se que produtos de fibrina rico em plaquetas sao
osteoindutivos ( produzem formagao éssea ectépica ) e o uso dos hemoderivados com
particulas de osso substitutos mostraram resultado divergentes, podendo atribuir as

variagdes nos locais do implante. Foram observados uma forte influéncia na
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sobrevivéncia celular; fungdo e maiores concentragcdes de exsudato hemoderivados
(A-PRF, I-PRF) ap6s 24 horas de incubagao que foi associado a efeitos prejudiciais,
no entanto foi evidenciado que esse efeito desapareceu para todos os grupos exceto
A-PRF, pois produziu uma citoxicidade impedindo a migragao e mineralizagao celular,
sendo possivel que varios componentes celulares como: Mondcitos; Linfocitos; MSCs,
que estao presos nas na rede de fibrina de A-PRF produziram esses efeitos adversos

que nao sao totalmente descritos ou compreendidos.

Miranda C. R. et. al. (2019), pesquisaram artigos relevantes para o uso do PRF

(Plasma Rico em Fibrina) em revistas cientificas datados entre 2014 e 2019.

Silva. C. A. J. et al. (2019), demonstraram por meio de uma revisao de literatura
a utilizagcdo do horménio do crescimento (GH) em concentrados plaquetarios na
odontologia como preservagdo do osso alveolar. O horménio do crescimento é
secretado e tem sua circulagdo sistémica a partir da glandula pituitaria, diversos
tecidos apresentam receptores para o horménio apresentando fungéo de regulagéo e
diferenciacao, além de funcdo autdcrina, o horménio do crescimento desempenha
funcdo paracrina (comunicagdo célula a célula), afetando os osteoclastos e
osteoblastos e tornando o metabolismo dsseo propicio ao anabolismo, tendo assim
papel fundamental nos processos de reabsorcao e formagao 6ssea. O horménio de
crescimento liofilizado foi acrescentado ao I-PRF como forma de reconstituinte
(hidratando o horménio de crescimento), e utilizado na loja 6ssea, o horménio do
crescimento é rapidamente metabolizado e liberado ao longo do tempo melhorando a

neoformacao dssea ao redor dos implantes.

Zanini A. F. et al. (2019), realizaram um estudo com 31 pacientes operados no
centro cirurgico da Escola da Associag&o Brasileira de Cirurgides — Dentistas (ABCD)
seccgao Florianopolis, , foram realizadas reconstrugdes horizontais com osso alégeno
particulado, Fibrina Rico em Plaquetas (PRF) e I-PRF (Fibrina Rico em Plaquetas
Injetavel).Todos os enxertos foram realizados por meio da mesma técnica cirurgica
utilizando osso alégeno particulado de A-PRF e I-PRF o periodo de cicatrizagao variou
de 4 a 8 meses. Pelas caracteristicas do enxerto a reabsor¢céo pods-cicatrizagao a
variavel sexo mostrou diferenca significativa nas mulheres com cerca de 44,1%; em
homens cerca de 73,3%; em relagdo a idade dos pacientes e reabsorgéo 6ssea em

milimetros, mostrou valores que nao houve correlagado; as condi¢des de saude dos
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pacientes bem como habitos de tabagismo nao estiveram associadas em nenhum dos

desfechos.

Medina F. T. et al. (2019), realizaram a comparagdo sistémica do
comportamento dos osteoblastos nos concentrados plaquetarios, porém, uma
sistematica comparacgao cientifica dos tipos diferentes dos hemoderivados (A-PRF,
PRF, L-PRF) é uma tarefa ardua, pelas diversas variagdes intrinsecas e bioldgicas em
produtos autdlogos, mas também devido a falta de padronizagao dos varios protocolos
de centrifugagdo, pode -se concluir que os hemoderivados s&do osteoindutivos
(capacidade de formagao 6ssea ectdpica) e alcanga grande sucesso quando utilizado
em combinacao com particulas de osso substituto. Esses autores observaram que a
malha de fibrina obtida através do A-PRF apresentaram uma citoxicidade, ou seja, um
impedimento de migragédo e mineralizag&o celular para maiores concentragdes deste
produto sanguineo, é portanto possivel que varios componentes celulares (mondcitos,
linfocitos, MSCs e componentes moleculares , além de trombdticos que estao presos
na rede de fibrina A-PRF podem produzir esses efeitos adversos ,efeitos colaterais
biolégicos que n&do s&o totalmente descritos ou compreendidos, o tipo de malha
resultante da preparacdo A-PRF poderia explicar este efeito adverso, depois de
realiza o ciclo de centrifugagéo 208G x 8 minutos os tubos de sangue séo colocados
em repouso vertical por 5 minutos . permitindo que a coagulagao espontanea do A-
PRF que se refletem sua composicéo: O centro do coagulo é composto por uma densa
rede de fibrina rodeada por uma estrutura de fibra macia e parcialmente polimerizada,
a camada exterior de fibrina pode ndo ser completamente reticulada, produzindo
assim uma estrutura de malha de fibrina fraca que nao é capaz de conter todas as
pistas bioquimicas, proteinas e fatores de crescimento, que sdo entéo liberados de
forma rapida e ndo eficaz, este meio de fatores de crescimento hiperconcentrados
pode resultar em um ambiente citotoxico sob condigdes in vitro. Esta hipdtese esta de
acordo com relatos que destacam o papel da rede de fibrina na cinética de liberagao

de fatores de crescimento.

Seidler K. D. et al. (2019), através de pesquisas concluiram que o PRF quando
misturado com enxerto 6sseo pode atuar como um “conector bioldégico” que atrai
células-tronco que favorece a migragao de células osteoprogenitoras para o centro do
enxerto estimulando uma neo-angiogénese, essa fibrina permite uma serie de

interacdes celulares e fornece uma matriz provisoria na qual as células podem
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proliferar, organizar e realizar as suas fungbes. As vantagens do PRF a seu
antecessor PRP se resume basicamente ao modo de preparo, sendo o PRF de facil
obtencdo e menos tempo de preparo, o PRF libera seus fatores de crescimento de
forma mais continua e lenta (10 dias de liberagdo no organismo) comparado ao PRP
(1 dia de liberagcado no organismo), em decorréncia de uma polimerizagédo progressiva
do PRF tem um aumento de citocinas circulantes nas malhas de fibrina, essa
configuragédo implica em um aumento do tempo de vida dessas citocinas, pois s&o
liberadas e usadas apenas no momento da remodelagdo. O protocolo utilizado por

esses pesquisadores é de 815G x 12 minutos para PRF.

Aires G. C. C. et al. (2020), realizaram uma analise a respeito do uso de Fibrina
Rica em Plaquetas na implantodontia, onde pode ser utilizada para osseointegragao;
preservacao do osso alveolar em implantes imediatos; levantamento de seio maxilar;
regeneragao de tecidos moles; aumento do rebordo alveolar. Utilizaram o protocolo
de centrifugacdo de 815G x 12 minutos onde obtiveram uma rede de fibrina mais
organizada com membranas mais resistente, em alguns anos alteraram o protocolo
de centrifugagao diminuindo o tempo e a velocidade de centrifugac¢ao para 250G x14
minutos (A-PRF) e 190G x 8 minutos (A-PRF+), que se diferem pelo tempo de
centrifugagao e concluiram que a alta velocidade de centrifugagéo tende a empurrar
as células incluindo as plaquetas e leucdcitos para longe do coagulo, ao diminuir a
velocidade de centrifugagdo uma distribuicdo mais uniforme de plaquetas e um maior
numero de granulécitos € alcangado, estes resultados demonstraram que o uso de
baixa velocidade para producéo do PRF otimiza a producao de fatores de crescimento

e resposta celular.

Tornou-se evidente que um aumento no numero de leucdcitos, e uma
distribuicdo uniforme através da “rede” de PRF, é altamente favoravel durante o
periodo de cicatrizagcdo de feridas, durante a integragdo de biomateriais de
membranas de barreira de colageno, ossos e enxertos e implantes, sendo mais

completo em numeros de células o protocolo do A-PRF.

Miron J. R. et. al. (2020), utilizaram de 24 protocolos para a produgéo do PRF,
produzido por centrifugagao horizontal para melhor entender a separagao de células
sanguineas, comparada com o uso de centrifugagdo onde os tubos se encontram
inclinados a 45 graus durante a centrifugagcdo. Foram investigados com varios

protocolos de centrifugacdo com diferengas forgas centrifuga e tempos diferentes de
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centrifugagdo. Os resultados mostraram que a posicdo 0 (zero) dos tubos na
centrifuga nado interferiram no resultado da disposicédo de células, foi observado
também que um protocolo de 700g x 8 minutos foi ideal para obtenc&o de plaquetas
/leucécitos serem distribuidos uniformemente pelas camadas superiores do PRF.

3 PROPOSICAO

Através deste trabalho realizamos uma revisdo de literatura sobre o uso dos
agregados plaquetarios, PRP, L-PRF, I-PRF e A-PRF, como adjuvante a uma
regeneragao 0ssea guiada e engenharia tecidual na implantodontia, evidenciamos os
protocolos de centrifugagcdo de cada agregado plaquetario, e realizamos um estudo

sobre as células, citocinas e fatores de crescimento envolvidos nesta técnica.

Os levantamentos bibliograficos utilizados neste trabalho foram realizados
através de buscas por artigos cientificos, em banco de dados (Scielo, Medline, Lilacs,

Revistas cientificas e Livros).

4 Discussao

4.1 Fatores de crescimento e suas fungoes

O tecido hematopoiético é formado pelo conjunto de sangue periférico e medula
0ssea, 0 sangue é constituido por elementos figurados e plasma que corresponde ao
liquido intercelular, como mostra a figura 1, conferindo ao sangue suas propriedades,
eritrocitos, leucocitos e plaquetas, correspondente aos elementos celulares, apos a
separagao do sangue forma-se na parte superior da camada celular outra camada

mais delgado “creme” leucocitario constituida por leucdcitos e plaquetas 2.

As plaquetas sao pequenos fragmentos citoplasmaticos, anucleados, derivados
de células da medula éssea, os megacariocitos por sua vez podem originar mais de
trés mil plaquetas a partir de um unico megacariécito, sendo que oitenta por cento
(80%) dessas plaquetas est&o circulando e os outros vinte por cento (20%) estdo no

baco, e geralmente possuem de 8 a10 dias de vida.
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Figura 1: Composig¢do sanguinea.

45% Componentes solidos, leucdcitos, eritrdcitos e
plaguetas )
Sangue 90% Agua

7% Proteinas
55% Plasma

2% Elementos Inorganicos

1% Elementos Organicos

Fonte: O autor.

As plaquetas participam ativamente no processo de reparo das feridas sendo

as primeiras células presente no local do trauma 191,

411 Plaquetas

As plaquetas desempenham um papel crucial na hemostasia, sdo células
enucleadas que se originam na medula éssea apds a maturacao e ruptura do
citoplasma dos megacariécitos, participam da homeostase formando junto com a
fibrina um tampéo plaquetario que segura o extravasamento de sangue e libera
moléculas sinalizadoras, ocorrendo o inicio do processo regenerativo especifico de
cada tecido lesado. As plaquetas sdo fundamentais para a coagulagao, liberagao dos
fatores de crescimento, adesao do fibrinogénio de desencadeia a formagao da rede

de fibrina.

Figura 2: Desenho esquematico da plaqueta.

A- Atmosfera plaquetdria

B- Membrana trilaminar

C- Sistema canalicular aberto

D- Citoesqueleo (sistema
microtubula e contratil)

E- Sistema tubular denso

F- Glicogeno

G- Mitocondrio

H- Granulo a(B-TG, FP4,
fibrinogeno, VIII-Ag,
fator de crescimento)

I- Granulo & (ADP, ATP, Sero-
tonina, Ca**)

L- Granulo A (hidrolases,
proteases, catepsinas)

Fonte: Adaptado de - DINIZ, Paulo (2017).
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A polimerizagdo das plaquetas sem uso de coagulantes (PRF), tem uma
configuragao tetraédrica que torna a membrana mais forte e ao mesmo tempo mais

flexivel, liberando suas citocinas mais lentamente 71,
Os eventos fundamentais que estruturam o PRF s&o:

a) Angiogénese;
b) Imunidade;

c) Quimiotaxia de células tronco e epitelizagao.

A angiogénese € explicada pela estrutura tridimensional da fibrina e pela agao
simultanea de citocinas presas na malha com fatores de crescimento, a polimerizagao
da fibrina no PRF é mais forte do que nos outros concentrados tornando-se uma matriz
mais segura conferindo um carater mais eficaz. A angiogénese € estimulada pelo fator
de necrose tumoral (TNF-a) caracterizada pela migragdo de células endoteliais e

formacéao de capilares, essencial para cicatrizagao adequada.

Essas citocinas que se encontram presas na malha de fibrina liberam os fatores
de crescimento que somado a rigidez da matriz do PRF influenciam diretamente na
angiogénese, dando suporte para que as células estaminais e mesenquimais se torne
presentes nesta matriz primaria com vigor e rapidez, a molécula de fibrina por ser
insoluvel € a grande protagonista sendo ativada pelo fibrinogénio plasmatico e pela
trombina, a malha formada pela fibrina no PRF- L € um grande trunfo pois aprisiona
robustamente as plaquetas, que a seu tempo liberaram os fatores de crescimento e
citocinas que irdo modular e promover a regeneragao. As plaquetas tem origem na
fragmentacdo do citoplasma dos megacariocitos maduros na medula 6ssea, as

citocinas plaquetarias mais importante na regeneragao éssea sao:

TGF1 (agente de fibrose), os PDGFs (fatores de crescimento) e os IGFs

(agentes de protegao).

O fator de crescimento transformante beta € uma grande super familia de mais
30 membros, porém a molécula referéncia € a TGF1 que é a isoforma que mais se
produz ndo s6 nos granulos alfa das plaquetas, mas em geral durante o contato
intracelular. Seus efeitos sdo variados e funcionam de acordo com uma quantidade
aplicada a matriz e o tipo de célula podendo estimular a proliferacdo de osteoblastos
e sendo o mais potente agente de fibrose entre todas as citocinas, este induz a sintese

de colageno e fibronectina, ou seja, induz por fibroblasto ou osteoblastos a
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cicatrizacdo fibrosa. As plaquetas desempenham um papel crucial na hemostasia e
também sao importantes no processo regenerativo das lesdes e tecidos, essas células
enucleadas se originam na medula 6ssea ap6s a maturagao ou ruptura do citoplasma
dos megacaridticos, formando verdadeiros pacotes proteicos com vida média de 8 a
10 dias, participam da homeostase sendo ativadas nas lesbes dos vasos sanguineos
formando junto com a fibrina o tamp&o que segura o extravasamento do sangue ao
mesmo tempo que o liberam as moléculas sinalizadoras promovendo assim o inicio
do processo regenerativo especifico de cada tecido lesado, nessas mesmas plaquetas
estdo os granulos alfa que possuem varias moléculas proteicas especificas como as
beta tromboglobulinas, fibronectina, trombospotina, fibrinogénio e outros fatores de
coagulagdo, fatores de crescimento (PDGFs), inibidores de fibrindlise,
imunoglobulinas, granulos densos ricos em serotonina e calcio. A membrana
plaquetaria € uma dupla camada fosfolipidica que sado receptores para varias
moléculas e se inserem com o colageno, trombina, entre outros. Durante a
degranulacdo das plaquetas que ocorre no momento da sua ativagdo, liberam-se
citocinas estimuladoras da migragéo e proliferagdo celular na matriz de fibrina dando

inicio as primeiras fases da cicatrizagao [18l.

4.1.2 Fibrina

A molécula de fibrina é insoluvel, e grande protagonista desses adesivos
plaquetéarios sendo a forma ativada do fibrinogénio plasmatico pela trombina, a malha
formada pela fibrina, € o grande trunfo pois aprisiona as plaquetas que a seu tempo
liberarao os fatores de crescimento e citocinas moduladoras da regeneragéao tecidual.
A fibrina é a proteina final da coagulagao, polimeriza o fibrinogénio, € estavel por um
periodo de 7 a 14 dias, realiza a retengao dos elementos sanguineos, e forma uma

matriz tridimensional para espraiamento celular P,
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Figura 3: Matriz de fibrina.

Fonte: https://www.allmedics.eu1.pdf/1-prf-scientific-literature

41.3 PDGF

Fator de crescimento liberados pelas plaquetas esta envolvido em quase todo
reparo tecidual, estimula a fibronectina, colageno e colagenase, proteoglicanas e
acido hialurénico que estimulam a remodelagdo de colageno em todos os tecidos,
estimulam células mesenquimais com efeito mitogénico nos fibroblastos, estimula a
guimiotaxia e a mitogenecidade de neutrdéfilos e macrofagos, o PDGF é secretado por
macréfagos, células endoteliais, fibroblastos e queratindcitos da epiderme. O PDGF
esta envolvido em quase todo reparo tecidual como reservatorio de fatores de
crescimento como de fator de hemostasia, serve como mediador regulando a

migracgao e proliferagéo e sintese de matriz de uma variedade de células. ['"]
Citocinas: Derivadas das plaquetas (isoformas A, B, C, D), fungdes:
a) Quimiotatico aos leucdcitos polimorfonucleados;
b) Macrofagos e fibroblastos;
c) Mitogénico aos fibroblastos de células musculares lisas;

d) Estimula a produgdo de metaloproteinases da matriz angiogénese e
contragao da ferida;

e) Remodelacao;

f) Inibe a expresséao da integrina.
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Firura 4 — Modelagem tedrica de compudator de jungdes de derivagao de fibrina tetramoleculares ou
bilatéria condensadas.

Fonte: Dohan et al (2006b)

414 IGF

Fator de crescimento insulinico sao fatores secretados pelos osteoblastos
durante a formacao 6ssea, sdo agentes de protecao celular IGF1 e 2 sdo reguladores
positivos da proliferagdo e diferenciacdo para as células em sua maioria, regulam e
mediam a apoptose protegendo as células de estimulos, aceleram a deposicao 6ssea,
sdo quimiotaticos para osteoblastos e células progenitoras dos osteoblastos e
fibroblastos.

Citocina: Fator de crescimento semelhante a insulina, funcdes:
a) Estimula a sintese dos proteoglicanos sulfatados;

b) Colageno;

c) Proliferac&o de fibroblastos;

d) Efeitos endécrinos.

415 TGF-p

Fator de crescimento de transformacdo b tem a funcdo de estimular o
crescimento das células especialmente na formacgao de cartilagens e 0ssos, realiza a

ativagdo de macréfagos age nos leucdcitos polimorfonucleares e nas células
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endoteliais bloqueando os efeitos de citocinas pré-inflamatérias, € um agente
fibrinogénico potente que intensifica a formagao de colageno, existem cinco membros
nessa familia (TGF-b1 a b5), alguns s&o mais comuns de serem encontrados no PRP,
como o TGF-b1 e TGF-b2, possuindo fungdo de serem ligadas ao crescimento a

cicatrizagao do tecido conjuntivo e regeneragéo do tecido dsseo.
Citocina: Fator de crescimento transformador, funcoes:
a) Sao quimiotaticos aos leucdcitos polimorfonucleares;
b) Migracéo de ceratindcitos;

c) Inibe a produgédo de metaloproteinases.

41.6 VEGF

Fator de Crescimento Vasculoendotelial comprovam a indugao a quimiotaxia e

a diferenciagao endotelias na angiogénese, aumenta a permeabilidade vascular.

41.7 EGF

Fator de Crescimento Endotelial, tem efeito quimiotatico para fibroblasto e
células epiteliais, estimulando assim a formacgédo de tecido de granulagéo, pré-
osteoblastos e os fibroblastos tem grande numero de receptores EGF, estimula a

formagao do tecido de granulagéo 2%

4.2 Cascata de coagulagao:

A hemostasia se inicia a partir da lesdo no vaso sanguineo, como resposta a
les&o, se inicia a vasoconstricdo do vaso lesionado com o objetivo de diminuir o fluxo
sanguineo local e assim evitar a hemorragia e trombose, assim se inicia a cascata de

coagulagao.



30

O sangue é um fluido que circula no sistema artéria-venoso e capilar do
organismo, composto de diversos grupos celulares em uma porgao liquida
denominada plasma, € o responsavel por assegurar a “constancia do meio”,
proporciona o desenvolvimento das fungdes vitais € um importante veiculo de
transporte de substancias nutritivas como: sais, glicidios, lipidios, proteinas
absorvidas ou metabolizadas, transporta oxigénio, didxido de carbono, regula o pH,
regula a osmose celular, controla a temperatura corpérea e controla as diversas
homeostases pelo corpo. O sangue é formado em 45% do volume total por
componentes solidos ou formadores, classificados em: leucécitos, eritrocitos e as
plaquetas, leucécitos sdo responsaveis pela defesa do organismo, eritrocitos sao
encarregadas pelo transporte de oxigénio do organismo e as plaquetas sé&o
responsaveis pelos fatores de coagulagao sanguinea, os 55% restantes sdo composto
pela parte liquida do plasma, plasma que por sua vez € composto de 90% de agua,
aproximadamente 2% de elementos inorgéanicos, 7% de proteinas, em especial a

albumina, imunoglobulinas e fibrinogénio e 1% de elementos organicos n&o proteicos.

As fases da cicatrizagdo sdo: fase inflamatodria; fase aguda; fase crénica; fase
proliferativa; fase remodeladora. Quando o organismo sofre algum tipo de dano se

inicia as fases de cicatrizagao, descritas a seguir:

a) Inflamatdria — tem o objetivo de cessar o extravasamento de sangue-24 a 48

horas
b) Aguda — 20 a 48 horas — sinais fisiologicos;
c) Crénica — Apds 48 horas — duradoura e assintomatica;

d) Proliferativa — Apds 5 dia — infiltragao linfocitaria, migragao e proliferagao de

linfécitos, apoptose de macréfagos;
e) Remodeladora — Ag&o colagenase e rearranjo fibroso do tecido conjuntivo.

Essas fases podem ocorrer simultaneamente, a formacao de cicatriz tem inicio
a cerca de 24 horas ap6s a lesdo, em 3 a 5 dias ja € possivel observar a presenga de
tecido de granulagéo (dependendo do tamanho da les&o), com o uso dos agregados
plaquetarios buscamos diminuir esse processo e conseguimos agir diretamente na
fase proliferativa através da inser¢cao dos concentrados plaquetarios que liberam os
fatores de crescimento, citocinas, adiantando assim o processo da cascata de

coagulagdo que descreveremos a seguir [0,
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O conceito da cascata de coagulagado descreve as interagdes bioquimicas dos
fatores da coagulagdo, onde a hemostasia necessita da formagdo de um tampao de
plaquetas e fibrina no local da lesdo vascular, com permanéncia de substancias
procoagulantes ativadas nesse processo de inicio da les&o, o controle da coagulagao
sanguinea é realizado por meio de reag¢des procoagulantes em superficies celulares

especificas e localizadas evitando a propagac¢ao da coagulagao no sistema vascular.

Hemostasia Primaria — se refere a interacado entre as plaquetas circulantes a
parede lesada dos vasos sanguineos e as proteinas adesivas, a interagao entre estes

componentes ocasiona a formacgao do plug inicial de plaquetas.

O espacgo subendotelial € altamente trombogénico pois contem colageno, fator
tecidual, fator VWF e laminina, assim um vaso sanguineo que sofre injuria com
exposicado do espacgo endotelial e subendotelial € um potente iniciado da cascata de
coagulagao, as plaquetas ndo aderem ao endotélio, mas se aderem fortemente ao

colageno e ao fator VWF ambos abundantes no espago subendotelial.
A cascata de coagulacéo é dividia em via intrinseca, extrinseca e comum:

-Via intrinseca - A via intrinseca da coagulacdo do sangue é muito mais
complexa do que a via extrinseca , € assim denominada pois seus ativadores estao
em contato direto com o sangue ou contidos no sangue, ndo é necessario lesédo
tecidual externa, € um processo de coagulacgao iniciado por componentes presentes
na circulagado sanguinea, o inicio do processo dessa via ocorre ela interagdo do fator
Xll ou da pré-calicreina , essa serinoproteases sao capazes de aumentar o potencial
coagulante, o fator Xlla é capaz de ativar o Fator XI de maneira calcio dependente e
gerando o Fator Xla sendo ele responsavel pela ativagcdo do Fator IX e também
presencga de ions calcio gerando 1Xa formando o complexo tenase que é composto
pelos cofatores, fator Vllla capaz de ativar a molécula do Fator X.

-Via extrinseca — Esta associada aos danos aos vasos sanguineos que
promovem a exposicao do fator tecidual na superficie das células subendoteliais
expostas. O fator tecidual € uma mistura complexa de lipoproteinas e fosfolipidios,
uma proteina membranosa liberada pelas superficies das células danificadas que
interagem tanto na forma inativa, quanto na forma ativa fator VII, o complexo fator
tecidual, Vlla desencadeia a coagulagdo sanguinea convertendo o Fator X para sua

forma ativa Xa. O fator Xa pode permanecer associado ao Fator Tecidual ligados as
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células ou livre no sangue, podendo se ligar a superficies proximas as plaquetas
ativadas que formam o tampao plaquetario previamente instalado no local da lesdo. A
ativagdo das plaquetas promove a exposigdo dos fosfolipidios carregados
negativamente, que tem alto potencial de se ligar a fatores de coagulagao.

-Via comum- A partir da formacado do Fator Xa, a via intrinseca e extrinseca
compartilha uma via comum da coagulagao que leva a formagéo da rede de fibrina a
protobina é transformada em trombina pelo complexo protrombinase composto pelo
fator Xa e seu cofator Va ligado aos fosfolipidios da superficie das plaquetas e na
presenca do calcio. A formacéo de protrombinase assinala o inicio da via comum, a
protrombinase e o calcio catalisam a conversdo de protrombina em trombina, a
trombina na presenga do calcio converte o fibrinogénio que é soluvel em filamentos
frouxos de fibrina, a trombina exerce dois efeitos de retroalimentagdo positiva
feedback positivo que depende do Fator V, onde a trombina acelera a formagao da

protrombinase, e ativa as plaquetas reforgando sua agregacao e eficacia.

A cascata de coagulagdo tem este nome pela sequéncia de ativagbes da
coagulagao, onde as enzimas sao ativadas atraveés de rea¢des em cascata. Um tecido
lesado sofre um injuria com exposig¢ao do espaco endotelial e subendotelial iniciando
a cascata de coagulacédo seguido pelo fator colageno e Fator de Von Willebrand e

assim ocasionando a cascata de coagulagao.

Endotélio, sdo células que estdo em intimo contato com o sangue, formando a
parede do vaso sanguineo, promovendo a hemostasia, quando estdo intactas inibem
a aderéncia plaquetaria e a coagulagdo, quando necessario o endotélio ativa o
plasminogénio que se transforma em uma enzima chamada plasmina que remove o

coagulo.

O Fator de Von Willebrand (VWF) é um co-fator produzido pelo endotélio

essencial para ligagcao das plaquetas ao colageno e outras superficies.

421 Fatores de Coagulacao

a) Fator | — Fibrinogénio produzido pelo figado é o precursor da fibrina.

b) Fator Il — Protrombina produzida pelo figado é precursora da trombina.
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c) Fator lll — Fator tissular (tromboplastina) € uma glicoproteina de membrana,

que funciona como receptor para o fator VIl da coagulagao.
d) Fator IV — Calcio tem origem no figado e € um co-fator da coagulagéo.

e) Fator V — Pro-acelerina é produzida pelo figado, plaquetas e endotélio, atua

como co-fator na via comum.
f) Fator VIl — Pro-convertina é sintetizada no figado atua na via extrinseca.

g) Fator VIII — fator anti-hemofilico A, sintetizado no figado e atua na via

intrinseca.
h) Fator IX — Fator anti-hemofilico B, sintetizado no figado e na via intrinseca.
i) Fator X — Fator Stuart sintetizado no figado, atua na via comum.

j) Fator XI — Percursor da tromboplastina plasmatica, sintetizado no figado, atua

na via intrinseca.
k) Fator XlII — Fator Hageman sintetizado no figado e atua na via intrinseca.

I) Fator Xlll — Fator estabilizador da fibrina sintetizado no figado e atua na via

comum.
Figura 5: Método de coagulagédo baseado em superficies celulares.
\%
.
4 ” Va
Iniciagdo y i
(nas células que Célula expressando A Teesnn
expressam o FT) o fator tecidual
lla (Trombina)
e s /
Amplificagdo
(nas superficie das Vila Villa+FvW  Va v Xla X
plaquetas ativadas) 4 el o L
’ - {'\
\ = (Complexo * IXa 1X
Propagagdo “-‘.\. - protrombinase) Xa \ ;
(nas superficie das w’ g’
plaquetas ativadas) Ixa + Vlla —_—————
(Complexo tenase) X lla  (Trombina)
Fibrinogénio —— Fibrina

Fonte: Adaptado de - Ferreira et al (2010)
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Diversos protocolos de centrifugagdo estdo sendo utilizados para o

desenvolvimento de biotecnologias regenerativas.

Os concentrados plaquetarios através do fracionamento do plasma sanguineo
por centrifugagao propdem uma aceleragao na cicatrizagdo de tecidos moles e duros,

neste trabalho discutiremos:

a) Plasma Rico em Plaquetas (PRP), vide figura 4: E um produto derivado do
processamento de centrifugagdo de sangue autdgeno, colhido no pré-operatoério, o
tubo de ensaio usado na coleta possui a adicdo de um fator coagulante podendo ser:

acido tetra-acético (EDTA); heparina de sodio (HP); cloreto de calcio; trombina bovina.

A preparagao do PRP utiliza-se dois métodos de centrifugagéo: a primeira a
160G x 10 minutos cada ciclo, e a segunda centrifugagao de 285G x 10 minutos para
cada ciclo, no primeiro passo de centrifugagao se separam as camadas de buffy coat
depois recolhidas com cuidado para evitar uma contaminagao sao transferidas par um
outro tubo onde sado centrifugadas pela segunda vez a alta velocidade de rotacéo,
separa ainda mais seus componentes onde a maioria do PPP sao descartados e o
PRP resultante esta rico em plaquetas, leucocitos e fibrinogénio circulante além de

células vermelhas resultante 4! [61[16][23]

Figura 6: Centrifuga manual com a velocidade de 3000 rpm.

Centrifuga manual

Fonte: https://www.google.com/imgres?imgurl=https://upload.wikimedia.org
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Tabela 1: Caracteristica das centrifugas de bancada utilizadas na obtengéo dos agregados

plaquetarios.
T o -
Centribio 80-28 China Analagica 60 Escovas 268.32
Daiki 074000 China Digital 60 45" Indugdo 26832
DragonLab Duo China Digital 106 45° Indugao 469,56
DragonLab A-PRFI2 China Digital 105 45" Indugao 46956
DigiLab DSC-200A-2 China Analdgica 106 45" Escovas 47403
Hettich EBAZ0 Alemanha Digital 50 54 Indugao 22360
Hettich EBA200 Aemanha Digital 50 g Indugao 22360
[rtra-Lock Intraspin Alemanha Digital 50 kg Indugao 22360
Kasvi K14-0815 China Digital 48 36" Indugdo 21466
Montsarrat 80-28 China Analdgica 60 45" Escovas 26832
Montserrat Fibrinfuge25 China Digital 65 25" Indugao 290.68
Ortoalresa Microcen23 Espanha Digital 9 30 Indugéo 406.95
Silfradent Medifuge200 Italia Digital 85 35" Indugao 38012
Spinlab Spinplus China Digital 78 45 Indugéo 348,82

Fonte: Adaptado de Platelets second edition 20087. Academic Press

Tabela 2: Densidade dos componentes sanguineos.

COMPOSTO SANGUINEO DENSIDADE (g/cm’)

Plasma 1,020
Plaquetas 1,040
Mononucleares 1,060
Polimorfonucleares 1,085
Eritrdcitos 1,095

Fonte: Adaptado de Platelets second edition 2007. Academic Press

Atraves da férmula a seguir conseguimos transformar a velocidade angular
(rpm) em forga G, tratado neste por FCR, sendo 1G equivalente a aceleragéo da

gravidade na superficie da terra.
r -> raio de centrifugagdo em mm;
rpm -> velocidade de centrifugagcdo em rotagdes por minuto.

A unidade de medida da FCR é o0 “G”

FCR
1,12r

rpm =
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Com base natabela 1, e referenciando na tabela 2, podemos entender o porqué
do plasma permanecer na parte superior do Becker, devido a sua densidade ser a

menor dos compostos sanguineos. A figura 7 a seguir mostra essa segregacao.

Figura 7: PRP Mostrando as duas etapas de centrifugacgéo.

- -

1

Coleta de sangue 1% centrifugagéo 2% centrifugagio

Fonte: Adaptagao de - Instituto de Medicina y Cirurgia Barcelona.

O PRP é um concentrado sanguineo onde foram identificados diferentes
familias de leucdcitos; linfécitos T; linfocitos B; células NK (que sdo um tipo de
linfocitos citotoxicos necessarios para o funcionamento do sistema imunitario nato, e
tem a importante fungédo no combate as células tumorais); Mondécitos e granuldcitos,
nenhum dos estudos mostraram um numero de células brancas, assim a porcentagem
em cada protocolo utilizado pelo operador é diferente, observaram também que o PRP
possui uma grande atividade antimicrobiana contra MSSA, MRSA, E. coli, ndo foi
possivel identificar uma correlacao entre atividade antibacteriana e maior presenca de
leucdcitos, porem oferece risco pois a trombina bovina, utilizada para processar o PRP
pode gerar anticorpos para fatores V, Xl, que interfere na eficacia da atividade
antibacteriana e trombina podendo causar coagulopatias, a incorporagao de um fator

anticoagulante tem a fun¢ao de formar uma rede de fibrina incorporada ao PRP capaz
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de permitir sua aderéncia ao local do implante bem como impedir a migragao de

células epiteliais e do tecido conjuntivo para fora da regido do enxerto [151 11811211 {26]

Plasma Rico em Fibrina (L-PRF) desenvolvido na Franga no ano de 2001 por
Choukroun para uso especifico em cirurgia oral e maxilo facial, esta técnica ndo exige

o uso de agentes de gelificagdo ou anticoagulantes para sua centrifugacao.

O protocolo do PRF consiste de uma amostra de sangue centrifugada sem
anticoagulante a 100G x 10 minutos , em um tubo de vidro ou revestido com silica, a
auséncia de anticoagulante implica na ativagdo do coagulo em poucos minutos o
contato das plaquetas com o interior do tubo inicia a cascata de coagulagcédo onde o
fibrinogénio, Inicialmente concentrado na parte alta do tubo antes da trombina
circulante transformar em fibrina, é necessario uma movimentacado rapida entre a
coleta de sangue e colocacgdo na centrifuga para que nao ocorra a polimerizagao do
coagulo de uma forma difusa, as plaquetas sdo presas macigamente nas malhas de
fibrina . O fibrinogénio é o substrato final de todas as reagdes de coagulagéo, sendo
uma proteina soluvel, o fibrinogénio & transformado em fibrina insoluvel pela trombina,
enquanto o gel de fibrina polimerizada constitui a primeira matriz cicatricial da ferida.
O PRF é composto por trés camadas: superior constituida por um coagulo plasmatico
celular, PRF na camada intermediaria e glébulos vermelhos na parte inferior, depois
de centrifugado o PRF é colocado um recipiente estéril durante cerca de 10 minutos
para a liberagédo do soro contido em seu interior ,0 coagulo pode ser transformado em
membrana através da compresséo de duas gazes estéreis ou material especifico, a
fibrina proporciona uma matriz para a migragao de fibroblastos e de células endoteliais
envolvidos no processo de angiogénese, pela sua estrutura tridimensional da fibrina
de PRF (veja figura 5 e 6) se torna capaz de aprisionar um maior numero de leucocitos
que depois libertam citocinas e fatores de crescimento que se difundem nos tecidos
em tempo gradual e continuo de aproximadamente 10 dias (sendo liberado somente

nos primeiros dias comparado ao PRP).

O PRF tem uma organizagao na sua rede de fibrina que confere um alto grau
de elasticidade, proporcionando a migrag¢ao celular e uma boa retengao de moléculas,
fatores de crescimento, essa elasticidade vem do processo de polimerizacdo natural
e progressivo que permite uma maior incorporagdo de citocinas e fatores de
crescimento dentro de sua prépria rede, essas moléculas estardao disponiveis

progressivamente durante a remodelagdo da matriz por fibroblastos, a liberagdo de
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citocinas e fatores de crescimento é continua por quase 7 dias e continua até o 14 dia
pods-operatorio tornando essa combinagao intima de citocinas, fatores de crescimento,
glicoproteinas circulantes (fibronectina, vitronectina, trombospodina,
glicosaminoglicanos, heparina, acido hialurénico) grande potencializador do processo

de cicatricial 111141,

Figura 8: Membrana de L-PRF.

Fonte: O autor
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Fibrina Rica em Plaquetas Injetaveis (I-PRF) — No ano de 2014 Choukroun
modificou seu protocolo apresentando uma nova versao para o PRF existente, o PRF
liguido com o nome de I-PRF (injetavel-PRF), o protocolo n&o varia, mas os tubos
utilizados séo plasticos e ndo contém nenhuma fase mineral ou anticoagulante, a
centrifugagcdo foi realizada a 55G x 3 minutos, sdo obtidas no tubo apds a
centrifugagdo 2 fases: um concentrado de hemacias (parte inferior do tubo), um
sobrenadante que constitui o I-PRF, a coleta deste sobrenadante deve ser feita com
o auxilio de seringa com agulha diretamente no tubo (figura 7), o I-PRF foi projetado
para atingir os mesmos objetivos que seu precursor, porem na forma liquida e

coagulando dentro de 5 a10 minutos apos a sua produgéo BI117],

Figura 10: I-PRF.

Fonte: TORRALBA, Manoel (2020)

O I-PRF tem sido utilizado na associagdo de materiais ésseos autdégenos,
alégenos e xenogenos, o derivado plaquetario € misturado com o substituo 6ésseo
particulado para a produgcdo de um bloco bioativo (PRF-BLOCK) para aumento e
manutencdo do volume ésseo. A fibrina liquida é lentamente polimerizada atuando
como aglutinante do enxerto 6sseo particulado, favorece a neo-angiogénese enquanto
o substituto 6sseo atua como suporte espacial para manutencdo do volume 6sseo a
ser regenerado e suporte pra matriz éssea sendo osteoindutivo. Alguns autores
citaram uma técnica onde deixam o implante embebido no I-PRF por 3 minutos antes
da instalagdo do implante para que haja uma polimerizagao inicial do PRF liquido na

superficie do implante, obtendo-se assim um fator mais potente na ac&o de citocinas
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liberadas. Alguns autores fizeram uso de I-PRF incorporado com horménio GH, e

obtiveram grande sucesso como descrito anteriormente 111711241 28]

Advanced — PRF (A-PRF+)— Com uma velocidade de centrifugacé&o mais baixa
1500prm x 14 minutos, a diminuicdo da velocidade do tempo de rotacdo e o aumento
do tempo de centrifugagdo proporcionam uma maior presenga de granuldcitos
neutréfilos na parte distal do coagulo (figura 8), a maior parte dos neutrdfilos foi
encontrado na interface entre os globulos vermelhos e a camada leuco-plaquetaria,
eles contribuem para a diferenciagdo de mondcitos em macréfagos e criam um
relacionamento sinérgico entre as células permitindo a estimulagdo mutua para a
regeneracao tecidual, possui uma estrutura mais solta com espaco inter-fibroso,
células distribuidas de maneira mais uniforme em todo o coagulo com maior
quantidade na parte distal (em comparacéo ao L-PRF), maior quantidade de linfocitos
B e T, granulécitos neutrofilicos, haste positiva para CD34 e plaquetas, existem muitas
modificagdes na velocidade e tempo de centrifugagao para a obtengdo do A-PRF mas
sempre com uma menor velocidade de centrifugagdo chamadas de low speed

centrifugation concept (LSCC) [31[29],

Figura 11: Parte distal do coagulo de A-PRF (onde possui mais fibrina tridimensionais).

\

Fonte: TORRALBA, Manoel (2020)

A ideia base foi desenvolver um biomaterial a partir do L-PRF capaz de incluir
0 maior numero possivel de leucdcitos e nomeadamente mondcitos que tem
receptores BMP e sido capazes de produzir BMP-2 e BMP-7 além de ter um papel na

producdo de VEGF (Fator de Crescimento descrito no trabalho), mostrou-se



41

resultados interessantes na vascularizagao inicial, crescimento de tecidos moles mais
rapido e maior libertagao de citocinas em comparagéo ao L-PRF. Um estudo do ano

de 2018 sugere que os concentrados produzidos com protocolo de baixa velocidade

Figura 12: Membrana de PRF.

Faculdade Sete Lagoas

Membrana de fibrina
leucoplaquetaria autéloga com
— ampliagdo por microscopia de
varredura;

—) Densa rede de Fibrina.

— Leucdcitos e plaquetas capturados.

Alta concentragdo de plaquetas
ativadas.

ebook--prfe- stick bone?utm_medium=mobileutm_campaign=android

Fonte: e-book-I-prf-prf-e-stick-bone?utm_medium=mobile&utm_campaing=android

de centrifugagao podem ter uma capacidade maior de aprisionar leucdcitos, plaquetas
e fatores de crescimento. Contudo, ha literatura limitada sobre a comparagao entre os
dois protocolos sendo necessario mais pesquisas para verificar os beneficios e
limitagdes de A-PRF e L-PRF.

Figura 13: Malha de fibrina.

Fonte: e-book-I-prf-e-stick-bone?utm_medium=mobile&utm_campaign=android
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Microscopia eletrénica de varredura com aumento de 1.100 vezes. Densa
malha de fibrina cobrindo parcialmente o fragmento ésseo. A porosidade do material

evidencia a penetragao de fibrina em sua estrutura.

Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura (MEV) com aumento
de 3.500 vezes. Densa malha de fibrina ao fundo e um pequeno fragmento de

biomaterial “capturado” pela rede de fibrina.

Figura14: Fragmento de biomaterial capturado pela rede de fibrina.

Fonte: e-book-I-prf-e-stick-bone?utm_medium=mobile&utm_campaign=android

Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura (MEV) com aumento
de 3.500 vezes. Densa malha de fibrina ao fundo e um pequeno fragmento de

biomaterial “capturado” pela rede de fibrina.

Os agregados plaquetarios por sua armacgao osteocondutora e por estimular as
préprias células do paciente no sentido de uma resposta regenerativa pode ser

aplicado na odontologia, através de:
a) Elevagao do seio maxilar;
b) Vedagao de perfuragdo da membrana do seio maxilar;
c) Observaram um bom indice de osseointegracao de implantes realizados;

d) Protecéo e estabilizagdo de materiais de enxertos 6sseos, a fim de acelerar

a cicatrizagao;

e) Preservagao do alvéolo apds extragao ou avulsao;
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f) Cobertura de raizes de um ou mais dentes com recessao;

g) Tratamento de defeitos 6sseos de 3 paredes;

h) Tratamento de lesdo endoddntica periodontal combinada;

i) Tratamentos de defeito de furca;

j) Aprimoramento de feridas palatais apds o enxerto gengival livre;
k) Preenchimento de cavidade cistica.

Embora descrita em diversas aéreas, na implantodontia sua aplicabilidade tem
seu maior efeito, o PRF pode ser combinada com enxertos 6sseos para acelerar a
cicatrizacdo, levantamento de seio maxilar, redu¢ao do edema e a dor pds-operatéria,
diminuicao de fendmenos infecciosos, protecao e estabilidade do material de enxerto
0sseo, isso devido ao fato da membrana para regeneragdo 6ssea guiada possuir uma
elasticidade e uma resisténcia, facilitando a sutura e uma matriz densa responsavel

por essa protegdo 121711191,
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5 CONCLUSAO

Os agregados plaquetarios sdo derivados sanguineos ricos em plaquetas e
leucocitos com a propriedade de liberar de forma gradual citocinas e fatores de
crescimento envolvidos no processo de reparacao tecidual durante sua remodelacéao.
Os agregados plaquetarios atuam na fase proliferativa de inflamagao que sé ocorreria
5 dias apds a lesdo, através de: infiltracdo linfocitaria; migracéo; e apoptose de
macréfagos, seguindo imediatamente para a fase remodeladora, com ag&o das

colagenases e rearranjo fibroso do tecido conjuntivo.

As vantagens do uso dos agregados plaquetarios sao: Procedimento de baixo
custo com grande potencial cicatricial; Promove a angiogénese, modula o processo
inflamatério em maior tempo e intensidade; Favorece a formacao o6ssea quando
combinado com materiais de enxertia; Pode ser usado como membrana de protecao
para casos de perfuracdo da membrana de Schneider; Favorece a cicatrizacdo de
alvéolos apos exodontias; Pode ser usado na sua forma injetavel para hidratar
material de enxertia entre outros; Diminuicdo do edema pdés cirurgico; Cicatrizagao

mais rapida.

Embora o conhecimento sobre os agregados plaquetarios tenha evoluido
muito, se faz necessario continuar as pesquisas para melhor avaliar o impacto que

estas células tém nos processos de cura.
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ANEXO A - Triagem clinica para coleta sanguinea

Nome:

idade: |Te|efone de contato:
1 |Peso [Kg]: | |Press§o Arterial: |
2 |Frequéncia Cardiaca: |
3 |Vocé se considera uma pessoa saudavel: |
4 |Vocé esta alimentado? | Esta se sentindo bem?
5 |Vocéjé doou sangue? |
6 |Se sim, hd quanto tempo foi a Ultima doag¢do? |
7 |Vocé ja apresentou testes alterados em alguma doagdo? |
8 |Se sim, qual motivo?
9 |Vocé fez exames sanguineo nos Ultimos 7 dias?l
10 |Esté sob trabamento médico? |
11 |Vocé apresenta alguma doenga cronica? |
12 |Esté tomando alguma medicag¢do? |
13 |Vocé tomou algum medicamento com AAS nos ultimos 30 dias?
14 |Vocé tomou algum medicamento nos ultimos 30 dias?
15 |Tem ou teve problema de coracdo, rins, pulmdes, figado ou coagulacdo?
16 |Tem ou teve problema de pressdo arterial e/ou de coagulagdo?
17 |Tem ou teve anemia?
18 |Jé apresentou algum sangramento anormal? |
19 |Consome bebida alcodlica?

Tipo?
Frequéncia?

20 |E fumante? |H& quanto tempo?

|Assinatura do voluntdrio

|Cidade e Data

|Pesquisador responsavel
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