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RESUMO

Nos ultimos 20 anos, muitos estudos tém tentado desenvolver as capacidades de
regeneragao endogena humana através da aplicagao precisa de fatores de crescimento
autologos, levando ao desenvolvimento de diversas técnicas. Através da utilizagao
de diferentes métodos e dispositivos de produgdo, os produtos sanguineos resultantes,
podem através do recrutamento, proliferacdo e maturagdo das cé€lulas participantes
na regeneracao, apresentar beneficios nas regeneracdes tecidulares, em locais de
fraco aporte vascular e restauracdo limitada da matriz extracelular. A utilizagdo
generalizada deste material resultou na producdo de diferentes variantes.
Dependendo do teor de plaquetas, leucdcitos e arquitetura de fibrina, sdo geralmente
classificados como plasma puro rico em plaquetas (P-PRP), plasma e plaquetas ricos
em leucdcitos (L-PRP), fibrina pura rica em plaquetas (P-PRF), e fibrina e plaquetas
ricas em leucécitos (L-PRF). Sdo considerados adjuvantes cirtirgicos utilizados para
promover a regeneragao de tecidular. O conceito de L-PRF como biomaterial, com
propriedades regenerativas e promocdo regenerativa tecidular, resultou na sua
utilizagao em diversos procedimentos clinicos. A eficacia das membranas de L-PRF
foi exaustivamente estudada e reportada nas diversas técnicas regenerativas, nas
quais se inclui as cirurgias de reconstrucao tecidular nas areas da Medicina Dentaria
e Cirurgia Maxilofacial. A utilizagao deste protocolo cirurgico, demonstrou ser uma
técnica cirtrgica viavel e promissora, ndo s6 por constituir uma colheita autdloga,
como também estar associada a uma baixa morbilidade para o paciente, baixo custo
e reduzido risco de contaminacgao.

Objetivos: Pesquisar e avaliar o sucesso da utilizagdo do concentrado plaquetario L-
PRF nas diversas areas da cirurgia oral. Verificar as vantagens da utilizagdo do L-
PRF na cicatrizagao tecidular e no periodo pds-operatorio.

Materiais e Métodos: A sele¢do dos artigos cientificos incluidos nesta revisao
narrativa, teve como base a pesquisa em plataformas digitais como PubMed, SciELO

e Cochrane.

Palavras-chave: L-PRF; Concentrado Plaquetario; Regeneracdo Tecidular; Cirurgia

Oral.






ABSTRACT

In the last 20 years, many studies have been developed to develop the final development
definition of various techniques. Through the use and different methods of birthing
devices, can be used by recruitment, resulting in a flexible matrix, through production,
through preparation methods, through different cell regeneration devices and extracellular
regeneration device limiters, The widespread use of this material has resulted in the
production of different variants. material of platelet content, leukocytes and fibrin
architecture, are generally classified as pure plaque-rich plasma (P-PRP), leukocyte-rich
plasma and plaque (L-PRP), pure platelet-rich fibrin (P-PRF), and fibrin and leukocyte-
rich platelets (L-PRF). Surgical procedures used to deliver a tissue solution are considered
and evaluated. The concept of L-PRF as a biomaterial with regenerative properties and
regenerative tissue promotion has resulted in its use in several clinical procedures. The
maximum operation of L-PRF membranes has been extensively woven and reported in
the various techniques, which include the areas of Dentistry and Facial Surgery. The use
of this viable and competent protocol is also a valid technique, not only because it is an
autologous one, promising to be associated with low morbidity for the patient, cost and
reduced risk for the patient.

Objectives: Research and evaluate the success of using the L-PRF concentrator in
different areas of oral surgery. To verify the advantages of using L-PRF in tissue healing
and in the postoperative period.

Review of scientific materials and methods: The selection of articles included in this

research had as digital review as PubMed, SciELO and Cochrane.

Keywords: L-PRF; Platelet concentrate; Tissue Regeneration; Oral Surgery.
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Introducdo

I. INTRODUCAO

A medicina dentaria regenerativa ¢ um campo em desenvolvimento na medicina, que
envolve tecnologia de células estaminais, engenharia de tecidos e ciéncia médica dentaria
(Xu et al., 2020). A primeira vez que um concentrado de plaquetas foi utilizado, remonta
ao ano de 1915, em que o Dr. Grey o usou para controlar uma hemorragia cerebral (Garcia
& Orsini, 2020). Em 1970, Matras publicou o primeiro artigo sobre concentrado

plaquetarios, para melhorar a cicatrizagao de feridas na pele (A. B. Castro et al., 2017).

Nas ultimas trés décadas, o enorme progresso na tecnologia de processamento de células,
aumentou a mudanga geral de terapias baseadas em células estaminais heterdlogas para
autdlogas. Com a perspetiva de ter biomateriais e aditivos cirurgicos bioativos com
resultados previsiveis em medicina regenerativa, varias técnicas foram desenvolvidas
com a utilizacdo do sangue periférico, de forma a obter produtos tuteis para controlar a
inflamacao e melhorar os eventos fisiologicos de hemostasia e cicatrizagdo de feridas (Di

Liddo et al., 2018).

A reparagdo ¢ um fendmeno bioldgico natural que ocorre apds a perda ou lesdo do tecido,
mas infelizmente o corpo humano nem sempre ¢ capaz de se restaurar completamente a
sua condi¢do anterior. Embora os seres humanos tenham baixa capacidade regenerativa,
uma das preocupacgdes tanto dos pacientes como dos médicos € encontrar uma forma de
permitir a substituicdo do tecido lesado, a partir da regeneragdo tecidular (Solakoglu et
al., 2020). Terapias regenerativas surgiram como tratamentos vidveis para muitas
doengas. Os principais beneficios terapéuticos dos tratamentos de medicina regenerativa,
provém da agdo pardcrina de fatores em concentragdes significativas que, entre muitas
fungdes, estimulam as células progenitoras endogenas para promover a proliferacdo e a

cicatrizagdo (Xu et al., 2020).

Um grande esfor¢o nos ultimos anos tem sido focado na utilizacao de produtos biologicos
como mediadores-chave da regeneracdo tecidular, uma vez que, algumas das
desvantagens da utilizagao de fatores de crescimento recombinantes incluem altas doses
suprafisioldgicas, bem como altos custos associados ao seu uso. Por outro lado, o uso de
fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas recombinante
(PDGF), demonstrou aumentar positivamente a forma¢do de tecidos numa ampla
variedade de procedimentos clinicos na medicina e na medicina dentaria (Kobayashi et

al., 2016).

Os concentrados plaquetarios tém sido utilizados na medicina transfusional ao longo dos
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As aplicagoes do L-PRF na cirurgia oral

anos, originalmente para o tratamento e prevencao de hemorragia devido a trombopatia
grave, que geralmente ¢ causada por aplasia medular, leucemia aguda ou perda
significativa de sangue durante cirurgias de longa duragdo (Dohan Ehrenfest et al., 2009).
Em 1986, um estudo publicado por Knighton e seus colaboradores, refere a utilizacao de
concentrados de plaquetas na cicatrizagao de ulcera arteriais e venosas (Garcia & Orsini,
2020). Os concentrados de plaquetas para uso cirirgico sdo uma categoria bastante
recente de biomateriais desenvolvidos na medicina regenerativa. Podem ser considerados
como uma evolucao das tecnologias, uma vez que, sdo utilizados desde ha muitos anos

como cola de fibrina na medicina (Bielecki & M. Dohan Ehrenfest, 2012).

A cicatrizagao de feridas continua a ser um tema extremamente importante tanto na
Medicina Dentéria como em outras areas médicas para pacientes saudaveis e, ainda mais,
para pacientes com comprometimento médico (Quirynen & Pinto, 2022). Recentemente,
os concentrados de plaquetas autdlogos (APC) t€m sido aplicados com o objetivo de
fornecer resultados mais previsiveis em variados procedimentos cirurgicos orais devido
a sua capacidade de promover a regeneragdo tecidular, tanto dos tecidos moles como

duros, influenciando no processo de cicatrizacdo de feridas (Mauceri et al., 2021).

O PRP (plasma rico em plaquetas) ¢ um concentrado plaquetario obtido através da
centrifugacdo sanguinea, que foi descrito pela primeira vez por Robert Marx em 1996,
descrevendo a fisiologia da maturacdo ossea (Garcia & Orsini, 2020). Foi apresentado
como uma cola de fibrina e ganhou popularidade na Medicina e Medicina Dentaria nos
procedimentos de regeneragdo tecidular (Kobayashi et al., 2016). Pouco tempo depois,
Eduardo Anitua em 1999 modifica o método e descreve-o como plasma rico em fatores
de crescimento (PRGF) (Garcia & Orsini, 2020). Ja o L-PRF (fibrina rica em plaquetas e
leucécitos), trata-se de um concentrado de plaquetas autdlogo descrito pela primeira vez
por Choukroun e seus colaboradores em 2001, como autotransplante aplicado em feridas
cirtirgicas, de modo a acelerar o processo de cicatrizacdo e regeneragao tecidular apos
procedimentos cirurgicos intraorais (Dragonas et al., 2019; Lourengo et al., 2020; Sam et

al., 2015).

A cirurgia moderna tem como principal objetivo a diminui¢do da morbilidade e aumento
do sucesso clinico (Giannini et al., 2015). Nos ultimos anos, verificou-se um gradual
aumento de interesse na utilizagdo de produtos ricos em plaquetas nos diversos
tratamentos dentarios (Tunali et al., 2014). Os concentrados de plaquetas para utiliza¢ao

em procedimentos cirurgicos, sdo considerados como ferramentas da medicina
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regenerativa projetados com a funcao de libertagdo local de fatores de crescimento e
plaquetas num local cirargico ou ferida, com o objetivo de estimular a cicatrizagdo ou
regeneragdo tecidular (Dohan Ehrenfest et al., 2012). As plaquetas estdo entre as células
que apresentam potencial na terapia regenerativa. A abundancia de fatores de crescimento
e a facil disponibilidade e processamento deram-lhes especial atengao. Além de fatores
de crescimento e citocinas, essas células possuem propriedades anti-inflamatérias e os
seus produtos tém sido recentemente utilizados em matrizes celulares (Raeissadat et al.,

2017).
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II. DESENVOLVIMENTO

1. Concentrados Plaquetarios

1.1. Plasma rico em plaquetas (PRP)

A utilizagdo do plasma rico em plaquetas (PRP) teve inicio nos anos 90 com o objetivo
de substituir os adesivos de fibrina utilizados até esse momento (Garcia & Orsini, 2020).
O PRP ¢ um produto biologico que ¢ definido como a porcao da fragdo plasmatica do
sangue autologo com concentracdo de plaquetas superior a do sangue total original
(Kobayashi et al., 2016; Xu et al., 2020). E obtido extraindo o sangue do proprio paciente,
em tubos com anticoagulantes, que podem ser, fosfato de dextrose citrato, citrato de sodio
2,7 e 3,8%, EDTA, entre outros. Os anticoagulantes captam os ides de célcio presentes
no sangue e inativam a coagulagdo, mediante a forma¢do de um tipo de composto
designado quelato. Desta forma, as plaquetas conservam a sua funcdo e estrutura sem
segregar os fatores de crescimento (Garcia & Orsini, 2020). Em seguida, o sangue sofre
um processo de centrifugacao para remover os glébulos vermelhos, estando comprovado
que, a velocidade e a duragdo da centrifugacdo, influenciam a quantidade de plaquetas, a
libertacao de fatores de crescimento e a eficacia do PRP (Xu et al., 2020). As plaquetas
anucleadas dentro do PRP libertam uma quantidade de fatores de crescimento e citocinas,
enquanto contribuem para a coagulagdo do plasma e o desenvolvimento de fibrina (Andia

& Abate, 2013; Xu et al., 2020).

A reduzida capacidade de regeneragdo e o pobre aporte sanguineo nos ligamentos tenddes
e cartilagens, levou a que o tratamento com PRP seja uma vantagem no tratamento destes
tecidos na medicina (Garcia & Orsini, 2020). O PRP reduz o sangramento enquanto
melhora a cicatrizacdo dos tecidos moles e a regeneracdo 6ssea (Xu et al., 2020). Pode
ser combinado com varios biomateriais, incluindo membranas de coldgeno e materiais de

enxerto 6sseo (Kobayashi et al., 2016).

O custo da terapia de regeneragao pode ser reduzido com a utilizacao do PRP. A aceitagao
do PRP auto6logo tem sido rapida, de alguma forma determinada pelo perfil de seguranca
(Andia & Abate, 2013; Garcia & Orsini, 2020). A popularidade deste protocolo tem sido
crescente na area da Medicina Dentéria, especialmente em procedimentos regenerativos,
incluindo endodontia regenerativa (pulpotomia, cirurgia apical e apexificacdo),
periodontologia (tratamento de defeitos periodontais infra-Osseos e cirurgia plastica

periodontal), cirurgia oral e maxilofacial (extragdes dentérias, cirurgia de tecidos moles e
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tecido 6sseo e implantologia) (Xu et al., 2020).

Existem varias contraindicagdes para o tratamento com PRP, como por exemplo:
pacientes a realizarem tratamento com anticoagulantes ou com deficiéncias nos fatores
da coagulagdo, assim como, um vasto grupo de fAirmacos que inclui os anti-inflamatorios,
analgésicos e antipiréticos (que se recomenda ndo tomar nos cinco dias antes do
tratamento), a utilizacdo de antibioterapia, corticoides ou outra medicacao

imunossupressora (Garcia & Orsini, 2020).

Alguns estudos questionam a eficacia do PRP devido a sua libertagdo de fator de
crescimento de curta durag¢do, atingindo o pico no primeiro dia de tratamento e
diminuindo para valores despreziveis nos dias subsequentes. Além disso, a utilizagdo de
trombina durante a manipulagdo do PRP resulta em polimerizagdo abrupta, dificultando
a incorporacao de citocinas na malha de fibrina, o que causa libertagdo prematura de
fatores de crescimento, mesmo antes da chegada dos osteoblastos (Tabela 1) (Padilha et

al., 2018).

DESVANTAGENS DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS
Complexidade da preparacdo com variagdes significativas entre operadores
Necessidade de fatores anticoagulantes para prevenir a coagulagao no inicio do processo

Necessidade de ativadores de coagulacao (principalmente trombina bovina e cloreto de

calcio), inibidores conhecidos da cicatrizacao de feridas

Longo tempo de preparacao (30 a 60 minutos ou mais)

A sua natureza liquida, exigindo uma combinagdo com outros biomateriais muitas vezes

sintéticos

Répida libertacdo de fatores de crescimento

Custo elevado

Tabela 1 - Desvantagens da utilizagdo do concentrado plaquetario PRP. Adaptado de (Quirynen & Pinto,
2022).
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1.2. Plasma rico em fatores de crescimento (PRGF)

O plasma rico em fatores de crescimento (PRGF) ¢ uma terapia bioldgica que utiliza
fatores de crescimento do proprio paciente para promover a regeneracao tecidular (Anitua
et al., 2016). Apds confirmado o sucesso do PRP, Anitua e colaboradores em 1999,
descreveram uma técnica nova, de modo a obter um plasma rico em fatores de

crescimento, o qual denominaram PRGF (Garcia & Orsini, 2020; Vahabi et al., 2015).

Aproveitando as suas carateristicas € utilizada no tratamento de multiplas patologias, bem
como no campo da engenharia de tecidos e na medicina regenerativa (Anitua et al., 2016).
O termo PRGF identifica exclusivamente formula¢des 100% autologas e biocompativeis
elaboradas por um processo de centrifugacdo de uma etapa, que utiliza citrato trissodico
como anticoagulante sanguineo e o cloreto de calcio para ativar a cascata de coagulagdo
de forma controlada (Anitua et al., 2016; Vahabi et al., 2015). Nao ha necessidade de
adicionar trombina bovina ou humana para que ocorra o processo de coagulacdo

(Giannini et al., 2015).

Para a obteng¢ao do PRGF, fragdes de 0,5 ml localizadas imediatamente acima da camada
leucocitaria sdo removidas de cada tubo e transferidas para uma placa de Petri estéril, para
iniciar a coagulacdo e ativagdo das plaquetas para a libertagdo dos fatores de crescimento.
Em seguida, ¢ adicionado PRGF ativador (cloreto de calcio a 10%) ao PRGF liquido (50
microlitros por mililitro de PRGF). As placas sdo incubadas a 37°C durante 30 minutos
até se formar uma camada gelatinosa consistente de facil manuseamento (Vahabi et al.,

2015)

Este € um tipo de plasma enriquecido com proteinas e fatores de crescimento circulantes,
capazes de auxiliar a regeneracao tecidular. Contém fatores de crescimento derivados das
plaquetas e contetidos plasmaticos, que estdo implicados nos processos de cicatrizagado, e
proteinas plasmaticas adesivas como a fibrina, fibronectina, vitronectina, entre outras

(Garcia & Orsini, 2020).

O plasma rico em fatores de crescimento, tem concentracdo plaquetaria moderada e ndo
contém leucocitos, com o objetivo de evitar os efeitos pro-inflamatérios das protéases e
hidroélases acidas dos glébulos brancos (Vahabi et al., 2015). Por outro lado, os fatores de
crescimento, ajudam a iniciar a migragdo de células estaminais para o local aplicado,
desencadeando a sua proliferacdo, além disso, o PRGF pode ter o potencial de induzir o
crescimento e a diferenciacdo de células estaminais mesenquimais (MSCs), que podem

acelerar a cicatrizagao 0ssea (Solakoglu et al., 2020). Estas células estimulam e aceleram
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o processo de cicatriza¢ao, formando codgulos sanguineos e libertando fatores de

crescimento na ferida (Giannini et al., 2015).

Esta técnica apresenta uma ampla versatilidade, oferecendo varias formulagdes autdlogas,
incluindo uma formulagdo injetavel, um suporte tridimensional de fibrina e uma
membrana de fibrina (Anitua et al., 2021).Como os estudos basicos sao insuficientes para
apoiar a eficacia do PRF e do PRGF e devido a muitas controvérsias sobre os efeitos do
PRP na regeneracgao ossea e de tecidos moles, ainda sdo necessarios mais estudos in vitro

(Vahabi et al., 2015).

1.3. Fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF)

O L-PRF ¢ um biomaterial autélogo que inicialmente foi utilizado na Medicina para
promover a cicatrizagao de feridas em pacientes diabéticos e com lesdes provocadas por
queimaduras (Garcia & Orsini, 2020). De forma a tirar proveito das suas caracteristicas,
distintas areas da Medicina Dentaria tém utilizado o L-PRF em diferentes tipos de
cirurgias principalmente na periodontologia, implantologia, cirurgia e cirurgia
maxilofacial, de forma a melhorar o processo de cicatrizacdo (Andrade et al., 2020;

Dohan Ehrenfest et al., 2012).

Atualmente, o L-PRF ¢ o plasma rico em plaquetas mais comumente usado, pois ¢ de
facil obtencdo e pode ser aplicado como membrana comprimida, gel, p/ug ou associado
a um substituto dsseo (L-PRF block), dependendo do local de aplicagdo (Hermida-
Nogueira et al., 2020). E um concentrado de fibrina rica em plaquetas e leucocitos que
representa um novo passo no conceito terapéutico, e que inicia a segunda geragdo de
concentrados plaquetarios (Garcia & Orsini, 2020). Ao contrario dos concentrados de
primeira geragao, estes nao requerem nenhuma adi¢ao de anticoagulante, trombina bovina
ou outro agente espessante, o que torna sua produc¢do mais simples e rapida quando
comparada com seu predecessor (PRP) (de Almeida Barros Mourao et al., 2020; Dohan

Ehrenfest et al., 2012; Tunali et al., 2014).

Um coagulo ou membrana de L-PRF (Figura 1) pode ser definido como uma fibrina sélida
ou codgulo sanguineo obtido por meio de um processo de coagulagdo "natural" sem
nenhum tratamento adicional, através da centrifugacdo do sangue do paciente (Castro et
al., 2019; Quirynen & Pinto, 2022; Tovar et al., 2021). A ativacao do sangue da-se numa
unica etapa de centrifugacdo e sem necessidade de manipulagdo bioquimica (Ratajczak

etal., 2018).

23



As aplicagoes do L-PRF na cirurgia oral

A diferenga para os outros concentrados plaquetarios, consiste no facto de a
polimerizacdo do L-PRF ocorrer durante o processo de centrifugagdo, de forma lenta,
progressiva e natural (Garcia & Orsini, 2020). Esta centrifugacdo promove a organizacao
de uma rede de fibrina tridimensional e com formato homogéneo. Esta estrutura
tridimensional da fibrina permite que o seu contetido tenha um periodo de vida mais longo
(Garcia & Orsini, 2020). Consiste numa rede de fibrina polimerizada que compreende
uma populagdo especifica de células, principalmente leucocitos e plaquetas (Quirynen &

Pinto, 2022).

Respeitando a “Lei de Stokes”, a velocidade de sedimentagdo de particulas sdo
submetidas a forgas centrifugas e controladas por varios fatores, o que origina diferengas
nas taxas de sedimentacdo, entre globulos brancos, eritrocitos e plaquetas, que ¢
fundamental para a separagdo das trés areas distintas alcangadas durante a preparagao do
L-PRF (Tovar et al., 2021). O sangue ¢ entdo separado em trés camadas: a camada
superior € o plasma acelular; a camada inferior ¢ constituida por globulos vermelhos; e a
camada intermedia ¢ onde se d4 a coagulagdo do sangue através da trombina que ¢
removida e pode ser moldada numa membrana ou plug (Figura 1) (Padilha et al., 2018;

Sam et al., 2015).

GLOBULOS
VERMELHOS

Figura 1 - Esquema representativo das trés camadas, apos a centrifugaco do sangue. Figura
do autor.
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O plasma acelular e os eritrocitos ndo tém interesse clinico, ao contrario do coagulo de
L-PRF formado no centro do tubo, que ¢ constituido por 97% das plaquetas e mais de
50% dos leucoécitos do codgulo inicial (Figura 1) (Dohan Ehrenfest et al., 2012; Nufez
Muiioz & Castro-Rodriguez, 2019).

O L-PRF ¢ considerado como biomaterial composto por uma matriz de fibrina
estruturalmente muito estavel e resistente, contendo no seu interior plaquetas, leucocitos
e proteinas plasmaticas (citocinas e fatores de crescimento) (Dohan Ehrenfest et al., 2012;
Ratajczak et al., 2018). O coagulo de fibrina capta as células estaminais circundantes,
servindo de rede para estas células que sdo muito importantes na regeneracao das células

Osseas, bem como de outros tecidos (Garcia & Orsini, 2020).

Até ao momento, as potencialidades regenerativas intrinsecas do L-PRP foram
comumente atribuidas a fatores derivados de plaquetas e leucocitos (fatores de
coagulagdo, fatores de crescimento e citocinas) e a matriz de fibrina que orquestram
sinergicamente o recrutamento de células estaminais apos uma resposta inflamatoria
impulsionada por neutréfilos, macrofagos polarizados M1 e linfocitos T (fase inicial) e

macrofagos M2 (fase tardia) (di Liddo et al., 2018).

Sabe-se que as plaquetas e os leucocitos libertam uma infinidade de fatores de
crescimento, sendo alguns destes, o fator de crescimento de células endoteliais vasculares
(VEGF), fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2), fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento insulinico (IGF), fator de crescimento
transformante B (TGF- B) e citocinas (Tabela 2 e 3) (Andrade et al., 2020; Garcia &
Orsini, 2020; Ratajczak et al., 2018).
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Figura 2 - Membrana de L-PRF (a esquerda); L-PRF Plug. Imagens
cedidas pelo Doutor Ifiaki Gamborena.

A arquitetura tridimensional do L-PRF permite a produ¢do de plugs densos e membranas
que podem ser facilmente adaptadas a defeitos tecidulares (Figura 2) (de Almeida Barros

Mourao et al., 2020).

O L-PRF merece ser considerado como um coagulo de sangue otimizado ou um enxerto
de tecido vivo humano devido as suas caracteristicas fisicas: a rede de fibrina
tridimensional, que torna as membranas fortes o suficiente para serem suturadas e fixadas;
a presenca de células e mediadores aprisionados no interior da malha de fibrina; a
libertagao a longo prazo de fatores de crescimento que favorecem a regeneracao tecidular;
a sua capacidade antibacteriana (bacteriostatica); da natureza 100% autdlogo (Quirynen

& Pinto, 2022).

1.3.1. Histologia

Miron e colaboradores em 2021, realizaram um estudo comparativo sobre a relevancia do
género e idade nos parametros macroscopicos das membranas L-PRF, no qual

observaram que o tamanho das membranas de L-PRF produzidas, apresentaram maior
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dimensao nos pacientes idosos e nos pacientes do género feminino. As membranas de L-
PRF produzidas a partir de sangue de pacientes do género feminino, eram 17% maiores

do que as membranas de L-PRF produzidas dos pacientes do género masculino.

Este resultado foi explicado devido ao facto de que as mulheres, em comparagdo com os
homens apresentaram na generalidade niveis mais baixos de hematderito no sangue
periférico, e nos pacientes idosos por apresentarem concentragdes mais baixas de hemacia

(Quirynen & Pinto, 2022).

Figura 3 - Membrana de L-PRF. A) ”Face da membrana”; B) ”Cauda da membrana”. Imagem adaptada
do Doutor Ifiaki Gamborena.

A membrana de L-PRF apresenta-se dividida em duas regides a area de coloragdo
vermelha, denominada de “face da membrana” (A), que apresenta um elevado nimero de
células, principalmente plaquetas e leucdcitos; e a area de coloragdo mais esbranquicada,
denominada de “cauda da membrana” (B) (Figura 3) (Castro et al., 2019). A cauda ¢é
constituida por uma densa matriz de fibrina tridimensional, com alta concentracdo de

plaquetas e apenas alguns leucécitos (Quirynen & Pinto, 2022).

Ap0s a centrifuga¢do, a membrana de L-PRF encontra-se posicionada no tubo de uma
forma especifica. Denomina-se a face distal da membrana de L-PRF, a que se encontra
mais distante do centro do rotor da centrifugadora, e a face mesial a que encontra mais

proxima do rotor, ou seja, a face distal ¢ a que contém a “face da membrana” (Figura 4).
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FACE DISTAL (C)

FACE MESIAL (D)

Figura 4 - Membrana de L-PRF. Identifica¢do da face distal (C) e da face mesial (D). Imagem adaptada
do Doutor Eugénio Pereira.

A partir de cortes transaxiais realizados na membrana de L-PRF, foi possivel identificar
na “face da membrana”, um elevado nimero de plaquetas e leucocitos com especial
relevancia destes ultimos e, uma concentragdo ligeiramente inferior de células na
superficie distal da “cauda da membrana” (Quirynen & Pinto, 2022). A fronteira entre as
camadas de plasma e eritrocitos inclui uma densa rede de fibrina com muitos leucocitos
(Figura 5C). A separacdo das células demonstrou uma grande quantidade de células
localizada na superficie distal da cauda da membrana (Figura 5B), e que, a maioria das
células se localizam na regido da “face da membrana” (Figura 5C). A camada de hemacias
que se situa aderida cinco milimetros imediatamente a “face da membrana”, denomina-
se zona vermelha ou buffy-coat. Esta zona vermelha ¢ constituida por um reduzido

numero de plaquetas e leucocitos (Figura 5D) (Fujioka-Kobayashi et al., 2020).
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Vista Distal
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Figura 5 - Visdo panoramica das se¢des de todo o coagulo de L-PRF. Imagem adaptada do Doutor Ifiaki
Gamborena.

Cortes histologicos ndo descalcificados e de baixa ampliagdo revelaram formacao dssea
para todas as velocidades de rotagao a 200, a 400 e a 600 RCF (forca centrifuga relativa)
do L-PRF. Além disso, as areas centrais de todos os defeitos apresentaram vestigios de
tecido conjuntivo. Todos os grupos experimentais de L-PRF apresentaram regeneragao

Ossea apos avaliagdo de micrografias de maior ampliagdo (Tovar et al., 2021).

Independentemente da fonte de L-PRF e velocidade de centrifugacdo, o tecido Osseo
apresentou elevado conteudo celular e neovascularizagdo, consistente com a formacao
inicial de tecido 0sseo intra-membranoso. Na imagem histoldgica de alta ampliagdo
(Figura 6), pode observar-se a presenca de Osteons primarios nas trés velocidades do

estudo. Observou-se ainda o processo de remodelagao 6ssea ativa (Tovar et al., 2021).
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Figura 6 - Histologico representativo; micrografias de defeitos dsseos tratados com coagulos de L-PRF.
Tracejado verde foi incorporado as imagens que representa as bordas do defeito 6sseo onde ocorreu a
formagdo de novo osso. Adaptado de (Tovar et al., 2021).

O L-PRF proveniente do spin 200 RCF (Figura 6A) cicatrizou principalmente nas
margens do defeito e foi observada infiltracdo tecidular na regido central do defeito.
Enquanto o L-PRF proveniente das velocidades mais altas 400 RCF (Figura 6B) e 600
RCF (Figura 6C) cicatrizou através do defeito, com tecido conjuntivo qualitativamente

menor observado no local do defeito. (Tovar et al., 2021)

Os trés RCFs testados ndo alteraram a contagem de plaquetas do coagulo de L-PRF. Para
0 componente in vivo, as andlises quantitativas de regeneragdo Ossea demonstraram
valores obtidos significativamente maiores com as membranas L-PRF extraidas apos 600
RCF em comparac¢ao com 200 RCF, mas sem diferengas significativas em relacao a 400
RCEF. Nas analises histologicas qualitativas, as membranas de L-PRF obtidas a 600 e 400
RCFs promoveram uma melhor cicatrizagdo em todo o defeito, onde o L-PRF proveniente
da velocidade mais baixa, 200 RCF, apresentou cicatrizacao principalmente nas margens,
juntamente com a presenga de tecido conjuntivo na regido central do defeito cirurgico

(Tovar et al., 2021).
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1.3.2. Fibrinogénio

O fibrinogénio ¢ uma glicoproteina soluvel que se encontra no plasma, ¢ sintetizada
principalmente no figado e tem uma vida média de aproximadamente cem dias. Como
fator de coagulagdo, o fibrinogénio ¢ um precursor da fibrina, desempenhando um papel
importante nos processos de inflamagdo e angiogénese. As concentragdes altas de
trombina, levam a transformacdo do fibrinogénio em fibrina. (Garcia & Orsini, 2020).
Os géis de fibrina tém sido frequentemente produzidos para fornecer as propriedades

mecanicas desejadas ao material de enxerto (Castro et al., 2019).

O sangue nao concentrado tem valores mais baixos de fibrinogénio, ocorrendo o processo
de polimerizagdo de forma mais lenta da fibrina através da trombina fisiologica. Uma vez
que o fibrinogénio e trombina estdo concentrados no L-PRF, este gera uma matriz de
fibrina com um complexo trimolecular estrutural, oferecendo maior resisténcia,
elasticidade, assemelhando-se a uma matriz natural (Figura 7) (de Almeida Barros

Mourdo et al., 2020).

O fibrinogénio liquido e o exsudato, podem ser considerados como agentes bioativos
devido a sua participagdo na libertacdo de fatores de crescimento e do seu contetido
celular (A. Castro et al., 2019). Recentemente, a utilizacdo de fibrinogénio liquido foi
proposto para agregar o substituto dsseo particulado, impregnando-o com fatores de
crescimento de L-PRF e torna-lo mais adesivo e estavel. O resultado da agregacdo do

fibrinogénio com o substituto 6sseo ¢ designada L-PRF Block (Mauceri et al., 2021).

= %
Figura 7 - Colheita do fibrinogénio obtido pelo
protocolo Intra-Spin. Figura do autor.
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1.3.3. L-PREF block

Para se obter um L-PRF Block (Figura 8) utiliza-se o fibrinogénio liquido, membranas de
L-PRF juntamente com um biomaterial (substituto 6sseo) que pode ser aloenxerto,
xenoenxerto ou aloplastico (Garcia & Orsini, 2020). O biomaterial tem como funcao,
servir de matriz osteocondutora ¢ as membranas L-PRF com a funcdo de conector
biologico com capacidade osteoindutora (Castro et al., 2019). A combinagdo das
plaquetas presentes nas membranas de L-PRF e a acdo adesiva do fibrinogénio liquido
resulta na producdo em matriz de fibrina, que integra o substituto 6sseo numa estrutura

forte (Castro et al., 2019).

A aplicagdo do fibrinogénio inicia a cascata de coagula¢do quando em contato com as
membranas de L-PRF cortadas, formando uma matriz de fibrina tridimensional. Este
processo ocorre em menos de cinco minutos € aprisiona o biomaterial num bloco
(Cortellini et al., 2018). O bloco tem qualidades manipulativas adequadas, rica em

moléculas bioativas e fatores de crescimento (Mauceri et al., 2021).

O L-PRF block é composto por uma matriz rica em plaquetas ativadas, que libertam uma
ampla gama de moléculas bioativas e fatores de crescimento (BMP, PDGF, IGF, VEGF,
TGF-B1 e TGF-B2) (Cortellini et al., 2018).

Figura 8 - L-PRF block (ou Sticky Bone). Imagem cedida pelo Doutor
Inaki Gamborena.
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1.3.4. Matriz de fibrina

A trombina e o cloreto de célcio, necessarios durante a preparagdo do PRP ¢ PRGF,
iniciam a ultima fase da coagulacdao e polimerizagao da fibrina, estes dois aditivos
influenciam significativamente a velocidade e o modo de polimerizacdo. Este processo
biologico resulta na formacgao de uma rede rigida de fibrina, que prejudica fortemente o
aprisionamento de citocinas ¢ a migracao celular. As baixas concentragdes fisiologicas
de trombina no protocolo L-PRF resultam na formagao lenta e fisiologica de uma rede de
fibrina tridimensional flexivel, com maior percentagem de ligacdes equilibradas,
favorecendo o aprisionamento de citocinas e células (Quirynen & Pinto, 2022). A matriz
de fibrina tridimensional, ¢ rapidamente invadida por diferentes células como neutroéfilos,
macrofagos e fibroblastos, que irdo produzir colageno, fibronectina e outros componentes
da matriz extracelular (Castro et al., 2019). Além disso, essa organizacao também confere
elasticidade a matriz de fibrina comparavel a de um biomaterial. A matriz de fibrina
associa glicosaminoglicanos (origindrios das plaquetas sanguineas), os quais apresentam
elevada afinidade por peptideos circulantes (como citocinas) e uma grande capacidade de
suportar a migragdo celular, atuando nos processos de cicatrizagdo (Quirynen & Pinto,

2022).

1.3.5. Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento sdo polipeptideos que controlam o crescimento, a diferenciagdo
e o metabolismo das células (Tabela 2) (Solakoglu et al., 2020). A utilizacdo de L-PRF
na pratica clinica, tem tido um papel relevante devido a sua capacidade de libertacao de
fatores de crescimento autodlogo. Estudos realizados, comprovam que a alta concentragao
desses fatores de crescimento resulta na redu¢do do tempo de cicatrizagdo, bem como na
estimulacdo da regeneracdo tecidular (Peck et al., 2016; Solakoglu et al., 2020). O
envolvimento dos fatores de crescimento associados aos processos de cicatrizacao, atuam
como mensageiros biologicos, que desempenham um papel relevante na regulacao da
remodelagdo e cicatrizagdo tecidular (Garcia & Orsini, 2020). Estes t€ém agdo nos
processos celulares responsaveis pela regeneracdo tecidular, diferencia¢do, migragao,
quimiotaxia e apoptose, melhorando a cicatrizagao do local de aplicacdo (Andrade et al.,

2020; Dragonas et al., 2019; Garcia & Orsini, 2020).

A fibrina contém numerosos locais de ligacdo para células, proteinas e fatores de

crescimento que contribuem para o papel na modulacdo de uma série de respostas
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celulares complexas (Castro et al., 2019). Os FC TGF-f1 e PDGF-AB t€ém um peso
molecular maior, em comparacdo com o VEGF. As proteinas de maiores dimensodes
podem apresentar maior dificuldade de sairem da estrutura criada no fibrinogénio liquido
no L-PRF block, no entanto, as proteinas de pequenas dimensdes podem se libertar mais
facilmente. Devido a essa retengdo, a libertacdo de TGF-B1 ¢ PDGF-AB aumenta
gradualmente ao longo do tempo no L-PRF block, a medida que a rede de fibrina fica

disponivel (A. B. Castro, Cortellini, et al., 2019).

A maior expressao de fatores de crescimento e citocinas observadas nas membranas PRF
ocorre nas primeiras vinte e quarto horas (de Almeida Barros Mourdo et al., 2020;
Kobayashi et al., 2016), ao contrario das membranas de L-PRF que continuam a libertar
fatores de crescimento e citocinas até vinte e um dias (de Almeida Barros Mourao et al.,
2020). A elevada libertagdo inicial de FC pode ser interessante nos alvéolos pds-extragao
ajudando na estabilizagdo e formagdo dos coagulos que potenciam o processo de

cicatrizagdo (de Almeida Barros Mourao et al., 2020).

A libertacdo de fatores de crescimento pode depender de diferentes mecanismos:
aprisionamento fisico de proteinas dentro da matriz, ligacao direta das proteinas a matriz,
ou ao uso de micro ou nanoparticulas como reservatdrio de proteinas. Os FC permanecem
imobilizados dentro da matriz numa fase inicial e, posteriormente ocorre a libertacao
passiva dos mesmos a medida que a fibrina ¢ degradada, esta mediacdo ¢ realizada pela
plasmina de serina protéase. A plasmina atua sobre a fibrina e fica sujeita a uma série de
produtos de degradacdo. Este método, geralmente reduz a libertagao rapida de fatores de
crescimento e permite uma libertagdo prolongada de fatores de crescimento que estdo

presos no transportador (Castro et al., 2019).

As proteinas morfogénicas 0sseas (BMPs) sdo glicoproteinas de baixo peso molecular e
sdo responsaveis pela formagado dssea ectopica. Descritas pela primeira vez na década de
1960, essas proteinas desempenham um papel critico em véarios aspetos da funcao celular,
diferenciagdo e remodelacdo tecidular. Mais significativamente, estas proteinas sdo
cruciais na manutencao da integridade esquelética e na cicatrizagao de fraturas 0sseas. As
BMPs sao libertadas e sintetizadas por varias células, incluindo osteoblastos, células

osteogénicas, condrocitos, plaquetas e macrofagos (Peck et al., 2016).
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Atua nos processos de inflamacdo e formacdo de tecido de granulagéo;
Desempenha um papel importante nos processo de cicatrizacdo e regeneracéo
Plaguetas . P pap P p ¢ g ¢
3 dssea;
Macrofagos . - . 2 .
- . . || Ativa leucécitos polimorfonucleares, macréfagos e fibroblastos
PDGF ] Células endoteliais I . - ) . et
. Estimula a proliferagdo de fibroblastos e células endoteliais;
Fibroblastos . o . . . ) Gr
Queratindcitos Estimula a produggo de colagénio, fibronectina e acido hialurdnico
Estimula a angiogénese, a proliferagio e migragdo celular;
Estimula a produgdo de fibras de colagénio;
Plagquetas o
a Promove a cicatrizacéo;
Macrofagos Ind r %0 de tecido d lacs
| . - I Induz a formacdo de tecido de granulacéo;
VEGF H Células endoteliais I < dodeg ¢
. Aumenta a neovascularizagdo;
Fibroblastos ) i . ) -
L Estimula a proliferagdo de células endoteliais
Queratinocitos
Plagquetas Estimula a proliferag8o de células epiteliais e endoteliais;
EGF H Macrofagos [ | Estimula a migragio de queratindcitos
Fibroblastos Participa na reepitelizagdo e regeneracéo tecidular
Plagquetas Inflamagéo;
Linfocitos T Estimula a formacdo de tecido de granulagdo ao induz a angiogénese;
TGE-R L Macréfagos || Reepitelizagdo
— Células endoteliais — Estimula a proliferac8io de osteoblastos;
Fibroblastos Quimiotatico para PMNs, macrofagos, linfocitos e fibroblastos;
Queratindcitos Induz a produgdo de TGF-R

Tabela 2 - Principais fatores de crescimento libertados por plaquetas e leucocitos presentes nas membranas
de L-PRF. Tabela adaptada de (Quirynen & Pinto, 2022).

1.3.6. Leucodcitos

A incorporacdo dos leucdcitos principalmente neutrofilos e macréfagos no L-PRF
permite atuar como uma primeira linha de defesa, libertando cinco mediadores celulares,
trés citocinas pro-inflamatdrias, as interleucinas (IL-B, IL-6, TNF-a), uma citocina anti-
inflamatoéria, a interleucina (IL-4) e um promotor essencial da angiogénese (Tabela 3)
(Garcia & Orsini, 2020). A forte arquitetura da matriz de fibrina também contribui para
o potencial de angiogénese do L-PRF, garantindo uma libertacdo progressiva destas
moléculas ao longo do tempo pelos leucécitos presentes na membrana de L-PRF
(Ratajczak et al., 2018). Os leucocitos ndo sao apenas células inflamatorias, uma vez que,
também té€m efeitos antinociceptivos através de diferentes quimiocinas, citocinas anti-
inflamatorias e peptideos opiodides, promovendo assim a inibi¢do da dor. Durante a
inflamacdo, estas citocinas neutralizam os efeitos dos mediadores pro-inflamatérios

naturalmente gerados nas fases iniciais da inflamacao (Quirynen & Pinto, 2022).

Num estudo realizado por M. Dohan Ehrenfest e colaboradores em 2012, verificaram que
as quantidades libertadas de TGF 1 e VEGF apos sete dias, foram cerca de seis vezes

maiores que o conteudo inicial. Pelo que, se pode afirmar, que os leucocitos aprisionados
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nas membranas L-PRF produziam esses fatores de crescimento em excesso (Dohan

Ehrenfest et al., 2012).

1.3.7. Citocinas

As citocinas sdo sintetizadas por linfocitos, desempenham um papel fundamental na
resposta imunologica, inflamatoria e hematopoiética (Garcia & Orsini, 2020). Esta
resposta deve-se aos leucdcitos serem capazes de libertar grandes quantidades de
citocinas relacionadas a regulagdo imune no processo de fibrinolise, sendo este processo
continuo e progressivo (Quirynen & Pinto, 2022). A presenga de citocinas e fatores de
crescimento, influenciam positivamente a regeneracao e maturacao de tecidos (Tunali et
al., 2013), sendo que, o estabelecimento de uma rede vascular, ¢ um aspeto fundamental
na regeneracdo de tecidos danificados (Ratajczak et al., 2018). As interleucinas
constituem um enorme grupo de proteinas imunomoduladoras que regulam o
crescimento, diferenciacdo e ativagdo celular no sistema imunoldgico ou hematopoiético
durante a resposta imune (Tabela 3). Embora as ILs sejam secretadas principalmente
pelos leucdcitos, estas também podem ser secretadas por outras células ndo imunes, como
queratindcitos, condrocitos, fibroblastos, células endoteliais, epiteliais ¢ células do

musculo liso (Quirynen & Pinto, 2022).

CITOCINA PRODUZIDA A(;.E\O
Macrofagos
Neutréfilos . A3
L . _ | | Estimula os linfocitos Th;
IL-1B Células Endoteliais . .
m s, | Responsével pela mediagdo do controlo da dor;
Queratindcitos
Células de Langernhans
L. Associada a atividade de IL-f e TNF-o;
Mondcitos . oo
. Ativador dos linfécitos T;
Fibroblastos . g .
Células endoteliais Pode estimular ou inibir a sua sintese;
IL-6 I Macrofaros [-| Fator de diferenciac8o para linfécitos B e ativador de linfécitos T;
s 6 Juntamente com a IL-3, promovem a proliferagdo in vitro de células estaminais
Linfécitos Te B L
hematopoiéticas;
Osteoblastos h T - . . s
Forma a maior ampliagdo de sinais para as células imunitdrias;
Macrof; - - L . . - ]
Macr(? ;?tgos E uma das primeiras citocinas libertadas na resposta inflamatéria, contra toxinas
onocitos .
. bacterianas;
TNF-a I Neutréfilos = .. L
= L Ativa os mondcitos;
Leucécitos PMN . . .
. Estimula a capacidade remodeladora dos fibroblastos;
Linfécitos T
Atua na proliferacdo e diferenciagdo de células B ativadas;
L . Favorece a cicatrizagdo ao moderar a inflamagdo;
IL-4 ] Células T ativadas ; . Stk .
Atua sobre os macrofagos, pelo que previne a produgdo de IL-B, TNF-a e
prostaglandinas;

Tabela 3 - Principais interleucinas libertados por leucocitos presentes nas membranas de L-PRF. Tabela
adaptada de (Quirynen & Pinto, 2022).
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1.3.8. Cicatrizacao

O processo de cicatrizagdo tem inicio com a ativagdo da cascata de coagulagdo, e
posteriormente, ¢ seguido pelas fases inflamatoria, proliferativa e de remodelacao ou
maturacgdo. Esse processo ¢ guiado por mediadores inflamatorios, fatores de crescimento
e células inflamatorias (di Liddo et al., 2018; Nogueira et al., 2020). A intera¢ao entre
citocinas, fatores de crescimento, quimiocinas e¢ mediadores quimicos regula esses

eventos através da integracdo complexa de vias de sinalizagdo (Jasmine et al., 2021).

Para melhorar a cicatrizacao de feridas, a utilizacao de produtos bioldgicos, que regulam
a inflamacao e a angiogénese, podem ser muito benéficos. A rede de fibrina tem muitas
semelhancas com a rede formada durante a cicatrizagdo natural (Andrade et al., 2020).
Virios estudos in vitro, em animais e ensaios clinicos sugeriram que o L-PRF pode
efetivamente iniciar um aumento da perfusao local durante o processo de cicatrizagao,
estimulando a angiogénese, resultando numa reducdo da inflamacao e efeitos colaterais

(Nogueira et al., 2020).

O potencial angiogénico do L-PRF ¢ um dos fatores que contribui para acelerar o processo
regenerativo favorecendo a previsibilidade. A combinagdo de fatores de crescimento,
principalmente o VEGF, tem mostrado aceleragdo na cicatrizagdo 6ssea e estimulacio de
fibroblastos, osteoblastos e células mesenquimais indiferenciadas e endoteliais,
resultando num aumento da vascularizagdo e sintese de coldgeno, que desempenham um
papel fundamental na formagdao 6ssea (Padilha et al., 2018). Entre os diferentes
componentes celulares do L-PRF que promovem sinergicamente a cicatrizacdao, os
leucocitos possuem propriedades imunologicas e antibacterianas (Tovar et al., 2021).
Mais especificamente os neutrofilos e macrofagos que eliminam bactérias e tecido
necrdtico através da fagocitose, fazendo o desbridamento da ferida e prevenindo infegdes

secundarias (Dragonas et al., 2019; Tovar et al., 2021).

A fibrina rica em plaquetas e leucdcitos, funciona ndo apenas como um reservatorio de
fatores bioativos (PDGF, TGF- B, VEGF, fibrinogénio, fibronectina e vitronectina), que
sdo uteis no recrutamento de células estaminais para o local da ferida, mas também atua
como um nicho artificial de células estaminais contendo células hematopoiéticas e

multipotentes, semelhantes & medula dssea e nichos perivasculares (di Liddo et al., 2018).

A fibronectina e a vitronectina sdo duas proteinas importantes na adesdo e migracao
celular. A fibronectina estd presente em grandes quantidades no sangue circulante e nas

plaquetas, sendo um elemento-chave da arquitetura do coagulo de fibrina. A vitronectina
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¢ a unica molécula a ser libertada quase completamente apos 4 horas, sugerindo que esta
molécula ndo ¢ aprisionada na matriz de fibrina e ndo é produzida pelos leucécitos (Dohan

Ehrenfest et al., 2012).

As células inflamatorias autdlogas, que fazem parte os linfocitos T e B, assim
como, células estaminais, podem ser encontradas na matriz de fibrina , contribuindo para
a cicatrizacao de ferida (Nogueira et al., 2020). A libertacao de diversos FC a partir do L-
PRF ¢ de grande relevancia, embora a presenca de plaquetas e leucdcitos dentro da malha
de fibrina também possa desempenhar um papel fulcral no processo inflamatério de
cicatrizacdo tecidular, principalmente macrofagos e linfocitos, bem como de células
progenitoras CD34+ que contribuem para a angiogénese (di Liddo et al., 2018; Nogueira
et al., 2020). O TGF-P juntamente com o PDGF promovem o encerramento da ferida
iniciando a infiltracdo de fibroblastos, bem como a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos. O VEGF, EGF e FGF organizam a formag¢ao de nova matriz extracelular

(MEC), proliferacao de células endoteliais e neovascularizacdo (Jasmine et al., 2021).

Para além das capacidades cicatrizantes A. Castro e colaboradores realizaram um estudo
em 2019, onde puderam concluir que, uma membrana L-PRF possui propriedades
antimicrobianas contra P. gengivais, por outro lado, a inibicdo contra P. intermedia, F.
nucleatum, e A. actinomycetemcomitans nao foi estatisticamente significativo em placas
de agar. Quanto ao exsudato de L-PRF, tem efeito antimicrobiano contra P. gengivais
dose-dependente (Castro et al., 2019). Dados obtidos in vitro, mostraram as propriedades
antimicrobianas associadas aos dois principais componentes celulares (leucocitos e
plaquetas) presentes no L- PRF, sugerindo a sua aplicagdo como desinfetante biologico
de superficies de implantes contaminados, resultando em extensa formacdo de
pseudopodes com ativagdo plaquetéria e reducdo significativa das contagens bacterianas

(Tovar et al., 2021).

Num estudo realizado por Dragonas e colaboradores em 2019, verificaram a redugdo de
inflamagao pds-operatoria, dor relatada pelo paciente, frequéncia de osteite alveolar e na
cicatrizagdo apds a extracdo de terceiros molares quando tratados com L-PRF em

comparagao com cicatrizagdo natural (Dragonas et al., 2019).

A preservacdo de alvéolos pos-extragdo e posterior preenchimento de alvéolos com
membranas L-PRF tendem a apresentar cicatrizacdo mais rapida quando comparados a
cicatrizagdo “natural” (de Almeida Barros Mourao et al., 2020). Embora a utilizacao de

L-PRF pareca estar associada a uma menor dor pos-operatédria (Daugela et al., 2018), a
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manifestagdo destes sintomas clinicos na cicatrizagdo dos tecidos moles ainda ¢

controversa na literatura (de Almeida Barros Mourdo et al., 2020).

A remogdo cirargica de terceiros molares tornou-se um dos procedimentos mais
frequentes realizados em cirurgia oral, frequentemente associada a desconforto pos-
operatdrio, incluindo; dor e inchago; trismos; deterioracdo significativa da qualidade de
vida relacionada a satide oral no pds-operatorio imediato; incidéncia alta de osteite
alveolar (da Silva et al., 2021; Daugela et al., 2018). Estudos relataram beneficios
evidentes na utilizagdo de L-PRF na cirurgia de extracdo dos terceiros molares,
verificando-se algumas vantagens, tais como: redu¢do de efeitos adversos (por exemplo,
dor, edema); cicatrizagdo mais rdpida dos tecidos moles; melhor regeneragdo e

remodelagdo 6ssea (Quirynen & Pinto, 2022).

1.3.9. Processo inflamatorio

Nas ultimas duas décadas, os avangos extraordinarios na biologia celular e molecular
facilitaram muito a nossa compreensdo dos processos bioldgicos bésicos envolvidos na
cicatrizacdo de feridas agudas e na patobiologia de feridas crdénicas. A cicatrizagdo de
feridas ndo ¢ um processo simples e linear, no qual fatores de crescimento sdo libertados
por fendmenos fisiologicos que ativam a proliferacio e migracdo de células
parenquimatosas, mas sim uma integracao de processos interativos dinamicos envolvendo
mediadores soluveis, elementos sanguineos, matriz extracelular e células
parenquimatosas (Clark et al., 2020). Uma ferida compreende uma quebra na
continuidade epitelial da pele, caracterizada pela rutura da estrutura e funcao dos tecidos
subjacentes. Ap0s a lesdo, a integridade da pele deve ser restaurada imediatamente para
restabelecer os mecanismos homeostaticos, prevenir a infe¢do e minimizar a perda de

liquidos (Clark et al., 2020).

A base cientifica para o uso clinico do L-PRF ¢ estabelecida nas fases iniciais da
cicatrizagdo, fases inflamatorias, nas quais ocorre a libertacao de granulos plaquetarios,
com a consequente formagdo de um codgulo, levando a libertacdo de moléculas
quimiotaticas pro-inflamatorias e de uma grande variedade de fatores de crescimento,
capazes de estimular a diferenciacdo do tecido mesenquimal e iniciar os processos de
regeneracao tecidular (lewis et al., 2020). A cicatrizacdo de feridas ¢ um processo
complexo que envolve quatro fases distintas, mas sobrepostas, que sdo a hemostasia,

inflamacao, proliferagdo celular e remodelagdo (Figura 9) (Vahabi et al., 2015).
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Fase 1: Hemostasia, que ap0ds a vasoconstri¢ao da lesdo cutanea, a cascata de coagulagao
e as plaquetas atuam em conjunto para prevenir a hemorragia prolongada. Uma vez que
0 coagulo de fibrina se forma, h4 vasodilatagdo permitindo o extravasamento de
leucocitos polimorfonucleares (PMN) e migragdo para o local da ferida. Fase 2:
Inflamagao (Figura 9 A1), o influxo inicial de neutrofilos € posteriormente substituido
por macréfagos que t€ém um fenotipo inflamatorio precoce (M1) e depois reparador (M2).
Ocorre o processo de fagocitose das bactérias e restos de feridas com secre¢ao simultanea
de multiplos fatores de crescimento, quimiocinas € citocinas que conduzem o
recrutamento de fibroblastos e células endoteliais para o leito da ferida. Fase 3:
Proliferagdo celular ¢ a terceira fase do modelo de cicatrizagdo de feridas, onde ocorre a
proliferacdo de componentes celulares e estruturais que ¢ desencadeada por fatores
libertados durante a fase inflamatoria precedente. (Figura 9 A2). Células endoteliais
migratorias e fibroblastos proliferam resultando em deposicdo de matriz extracelular
(MEC), angiogénese e formacao de tecido de granulacdo. A MEC forma um suporte para
influxo celular adicional e é remodelada por uma variedade de enzimas, de forma que a
sua composicao se altere durante a cicatrizacao de feridas. Fase 4: Remodelacdo (Figura
9 A3), ocorre a maturagao da ferida com a remodelagao continua da MEC numa estrutura
predominantemente rica em coladgeno, diferenciacao de fibroblastos em miofibroblastos,
contragdo da ferida e reducdo gradual celular com eventual formacdao de cicatriz

(Figural0) (Greaves et al., 2013).
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Figura 10 - Interagdo reciproca de varios tipos de células com os fibroblastos na ferida, com influéncia
significativa em varios processos de cicatrizag@o da ferida. Adaptado de (Greaves et al., 2013).
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influéncia significativa em varios processos de cicatrizagdo da ferida. Adaptado de (Greaves

etal., 2013).
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1.3.10. Processo de remodelacido 6ssea

Sendo o tecido 6sseo um material de textura dura e resistente a compressao, € constituido
por cristais de hidroxiapatita e fibras de colagénio, os quais apresentam dureza,
elasticidade, rigidez e flexibilidade. O tecido dsseo tem a capacidade de identificar os
locais lesionados, bem como a capacidade de ativacao dos mecanismos de restauro e
autorregeneragdo. Os mecanismos de remodelacdo Ossea consistem em mecanismos de
substitui¢do de areas de tecido 6sseo preservando e melhorando a sua integridade, fungao
e prevenindo a sua degradagdo. A remodelagdo 6ssea consiste num processo controlado
e complexo, através da interacdo de forcas mecanicas hormonais sistémicas, citocinas e
fatores de crescimento locais. A remodelacdo de areas modificadas tem como objetivo a
adaptacgao da estrutura 6ssea ao meio e a deposi¢ao do calcio plasmatico otimizado no seu
metabolismo. Para que ocorra uma boa cicatrizacdo dssea ¢ importante que exista uma
boa vasculariza¢do e imobilizagdo (Orwoll, 2003). A adaptagdo funcional e otimizagao
das estruturas oOsscas através dos mecanismo de remodelagdo Ossea, constituem um
contributo importante para a reparagao dos tecidos lesados (Bass et al., 2002; Haapasalo

et al., 2000).

1.3.11. Vantagens e desvantagens

Clinicamente, a utilizacdo de L-PRF inclui algumas vantagens, tais a como, facilidade de
preparacdo e auséncia de manipulacdo bioquimica do sangue, que torna esta preparagao
estritamente autologa (Faot et al., 2017), sendo um processo de facil execucao, tornando-
se muito util na pratica clinica didria (Dohan Ehrenfest et al., 2018). Outro grande

beneficio € o seu baixo custo (Nogueira et al., 2020).

O L-PRF apresenta muita importancia na regeneracdo de tecidos moles. Estudos in vitro
anteriores demonstraram que tem a capacidade de recrutar e proliferar varios tipos de
células incluindo fibroblastos, e melhora a sintese de colageno (de Almeida Barros
Mourdo et al., 2020; Kobayashi et al., 2016). Assim, a sua utilizacdo como matriz
autologa para células periosteais e para osteoblastos tem-se mostrado capaz de promover
maior atividade metabdlica e proliferagao celular (Faot et al., 2017). A sua aplicacao
apresenta resultados positivos no pos-operatorio, redugdo da dor, menor inflamagdo e

auséncia de particulas residuais de enxerto (Andrade et al., 2020).

A membrana de L-PRF apresenta varias caracteristicas vantajosas que facilitam a sua

manipulagdo. E resistente, flexivel e estavel a temperatura ambiente, pelo que garante um
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bom tempo de trabalho. Esta tem ainda o beneficio de poder ser suturada, e ainda ficar

exposta na cavidade oral (Garcia & Orsini, 2020).

Na literatura pesquisada ndo foram encontradas desvantagens descritas associadas as

técnicas de obtencao de concentrados plaquetarios.

2. Comparacio do L-PRF com os outros sistemas
Dohan Ehrenfest et al. (2009), realizaram um estudo onde apresentaram a classificagdo
dos diferentes concentrados de plaquetas em quatro categorias, dependendo de seu
conteudo de fibrina e leucdcitos: 1) plasma rico em plaquetas puro (P-PRP); 2) plasma
rico em leucocitos e plaquetas (L-PRP); 3) fibrina rica em plaquetas pura (P-PRF); 4)

fibrina rica em leucdcitos e plaquetas (L-PRF).

Foram selecionados trés conjuntos principais de pardmetros necessdrios para uma
classificagdo clara de concentrados plaquetarios (Tabela 4). O primeiro conjunto de
parametros refere-se aos kits de preparagdo e centrifugadoras utilizados (A) (Tabela 5).
Estes dividem-se em tamanho do centrifugador (parametro A1), dura¢ao do procedimento
(parametro A2) o custo do dispositivo e kits (parametro A3), a ergonomia do kit e a
complexidade do procedimento (pardmetro A4). O pardmetro A define as caracteristicas
praticas de cada técnica (Dohan Ehrenfest et al., 2009). O segundo parametros refere-se
ao conteudo do concentrado (B) (Tabela 6). Mais concretamente o volume final do
concentrado (parametro B1), estd dependente da colheita de sangue inicial e pode definir
as potencialidades das aplicacdes clinicas no decorrer de um protocolo de preparagdo, a
eficacia na colheita de plaquetas (parametro B2) e leucdcitos (parametro B3) e a sua
preservacao durante todo o processo (parametro B4). Estes critérios definem a
importancia farmacoldgica bésica do produto e indicam as suas potenciais
aplicagdes(Dohan Ehrenfest et al., 2009). O terceiro conjunto de parametros (C) ¢
referente a rede de fibrina, que tem com funcdo o suporte do concentrado de plaquetas e
leucocitos durante a sua aplicacao (Tabela 7), na qual, a densidade da rede de fibrina ¢
estabelecida pela concentragdo do fibrinogénio durante o processo de obtengdo
(parametro C1) e o processo de polimerizagdo da fibrina (parametro C2), tendo em
considera¢do as relagdes entre as concentracdes de fibrinogénio e trombina, assim como

as propriedades biomecanicas da rede de fibrina estdvel(Dohan Ehrenfest et al., 2009).
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A: Kits de
preparacao e
centrifugadoras
(para
processamento de
50 mL
de sangue total)

Al: Tamanho e peso do tipo de
centrifugadora necessario para o método
A2: Duragdo do procedimento (desde a
colheita de sangue até a  aplicagdo
cirdrgica)

A3: Custo (custo inicial do equipamento e
custos repetidos para reagentes e kits)
Ad: Ergonomia do kit (incluindo
manipulagdes necessarias) e
complexidade do procedimento

Al: Pesado (e complicado); Leve (e compacto); Pesado, mas
potencialmente leve (ou seja, um sistema comercializado é
pesado, mas a técnica pode ser realizada com uma
centrifugadora menor)

A2: Rapido (menos de 20 min); Longo (entre 20 e 60 min);
Muito longo (mais de 1 h)

A3: - Muito barato, menos de 5 euros; Barato, entre 5 e 50
euros; Caro, mais de 50 euros

A4: Muito simples (+ +); Simples (+); Complexo (-); Muito
complexo (—)

B: Plaguetas e

B1: Volume final de material de gel de
plaquetas (relativo a colheita de sangue
inicial)

B2: Eficiéncia de colheita de plaquetas

B1l: Grande, mais de 25% da amostra de sangue; Pequeno,
menos de 25%; Variavel (PPP rico em fibrina adicional puder
ser preservado para aumentar o volume acima de 25%)

B2 e B3: Excelente, mais de 80%; Bom, entre 40 e 80%; Baixo,

C2: Tipo de polimerizacdo de fibrina

leucdcitos L X o menos de 40%; As vezes desconhecido; Sem leucécitos,
B3: Eficiéncia de colheita de leucdcitos (quando a técnica elimina a maioria dos leucécitos)
B4: Preservacdao das plaquetas e | |Ba: saudavel; Estragado; Desconhecido; Ativado (quando a
leucocitos coagulagdo € induzida durante o processo de centrifugacdo)
Cl: Concentracio de fibrinogénio e C1: Alta densidade; Baixa densidade

C: Fibrina densidade de fibrina

C2: Jungdes fortes, principalmente trimoleculares; Jungdes
fracas, principalmente tetramoleculares ou bilaterais

Tabela 4 - Parametros de comparagdo dos varios sistemas de obteng¢do dos concentrados plaquetarios.
Tabela adaptada de (Dohan Ehrenfest et al., 2009).

O L-PRF, contrariamente aos PRPs, nao se dissolve rapidamente apds a sua aplicagao,
uma vez que a forte matriz de fibrina ¢ remodelada de forma lenta e semelhante a um
coagulo sanguineo natural. Os leucdcitos e plaquetas sdo captados com alta eficiéncia
neste processo, sendo os leucocitos totalmente preservados. Porém, durante o processo
de ativagdo das plaquetas, da-se a incorporacdao dos FC, plaquetas e leucocitos na forte
estrutura tridimensional de fibrina. Este método permite a produgdao de uma grande
quantidade de coagulos de L-PRF, simultaneamente usando uma centrifugadora
especifica que suporta oito tubos, possibilitando a produg¢do de maior niimeros de
coagulos em cirurgias maiores. Outra vantagem deste método consiste no baixo custo,
associado a facilidade do procedimento, dado que permite a produgdo de muitos
concentrados de forma rapida e natural, ou seja, sem a utilizacdo de produtos quimicos
ou condicdes ndo naturais. Este método demonstra ser o mais adequado para a utilizagdo
generalizada na pratica clinica diaria e, na verdade, € a técnica mais aceite em diversos

paises, tais como, Franca, Italia e Israel (Dohan Ehrenfest et al., 2009).
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Al A2 A3 A4
Separador de células PRP Pesado Muito Longo Caro =
P-PRP Vivostat Pesado Longo Caro +
Anitua’s PRGF Pesado Longo Barato =
Nahita PRP Potencialmente Leve Longo Barato -
PCCS PRP Fresade Longo Caro +
SmartPReP PRP Pesado Longo Caro +
Magellan PRP Pesado Longo Caro +
GPS PRP . Longo Caro +
L-PRP Friadent PRP . Longo Caro -
Curasan PRP Potencialmente Leve
. Longo Caro -
Regen PRP Potencialmente Leve
. Longo Caro -
Plateltex PRP Potencialmente Leve
. Longo Caro -
Ace PRP Potencialmente Leve
Longo Caro -
P-PRF Fibrinet PRFM Potencialmente Leve Longo Caro +
L-PRF Choukroun’s PRF Leve Répido Muito Barato ++

Tabela S - A: kits de preparagdo e centrifugadoras utilizadas. Quadro representativo dos resultados obtidos
das comparacdes dos varios sistemas de obtencdo dos concentrados plaquetarios. Tabela adaptada de
(Dohan Ehrenfest et al., 2009).

Bl B2 B3 B4
Separador de células PRP Pequeno Excelente Sem Leucocitos Estragado
P-PRP Vivostat Pequeno Baixo Sem Leucocitos Estragado
Anitua’s PRGF Variavel Baixo Sem Leucocitos Desconhecido
Nahita PRP Variavel Baixo Sem Leucocitos Desconhecido
Bom Desconhecido
PCCS PRP Variavel Bom :
L Bom Bom Desconhecido
SmartPReP PRP Variavel .
- Bom Bom Desconhecido
Magellan PRP Variavel .
.. Bom Bom Desconhecido
GPS PRP Variavel Bom Bom Desconhecido
L-PRP Friadent PRP Variavel .
- Bom Bom Desconhecido
Curasan PRP Variavel .
.. Bom Bom Desconhecido
Regen PRP Variavel .
D Bom Bom Desconhecido
Plateltex PRP Variavel .
. Bom Bom Desconhecido
Ace PRP Variavel .
Bom Bom Desconhecido
- , . Saudavel,
P-PRF Fibrinet PRFM Grande Bom Sem Leucdcitos .
Ativado
Saudavel
L-PRF Choukroun’s PRF Grande Excelente Bom au_ el
Ativado

Tabela 6 - B: Conteudo do concentrado. Quadro representativo dos resultados obtidos das comparagdes
dos varios sistemas de obtengdo dos concentrados plaquetarios. Tabela adaptada de (Dohan Ehrenfest et

al., 2009).
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ci c2
Separador de células PRP Baixo Fraco
Vivostat Baixo Fraco
P-PRP Anitua’s PRGF Baixo Fraco
Nahita PRP Baixo Fraco
PCCS PRP ' Baixo [ Fraco
SmartPReP PRP Baixo Fraco
Magellan PRP Baixo Fraco
GPS PRP Baixo Fraco
L-PRP Friadent PRP Baixo Fraco
Curasan PRP Baixo Fraco
Regen PRP Baixo Fraco
Plateltex PRP Baixo Fraco
Ace PRP ] Baixo | Fraco
P-PRF Fibrinet PRFM Alto Forte
L-PRF Choukroun’s PRF Alto Forte

Tabela 7 - C: Rede de fibrina do concentrado. Quadro representativos dos
resultados obtidos das comparagdes dos varios sistemas de obtenc¢do dos
concentrados plaquetarios. Tabela adaptada de (Dohan Ehrenfest et al., 2009).

Num estudo realizado por Dohan Ehrenfest e colaboradores (2014), foram testadas 4
centrifugadoras diferentes (L-PRF, A-PRF 12, LW - UPDS§ e Salvin 1310c), em que
utilizaram materiais de colheita sanguinea, tubos e protocolos o mais idénticos possiveis.
Os parametros de centrifuga¢do foram padronizados, com a mesma for¢a g que o
protocolo L-PRF original com o mesmo tempo de centrifugagdo, sendo que a Unica
diferenga entre os 4 produtos foi o hardware de cada centrifugadora (Dohan Ehrenfest et
al., 2018). Com o objetivo de comparar a vibragcdo da centrifugadora Intra-Spin com a
vibragdo de outras maquinas na obtengdo de L-PRF, foi comprovado que, os dispositivos
encontrados no mercado apresentam diferencas muito significativas, no que diz respeito
as vibragoes, e que todos os dispositivos testados possuem intensidade de vibragdes muito
superior as da centrifugadora Intra-Spin. Uma vez que, as vibragdes radiais se elevam
acima de um, existe um aumento do risco de ocorréncia de ressonancia nos tubos
centrifugados, o que pode provocar danos significativos na membrana a nivel celular. A
centrifugadora Intra-Spin € de considerada a maquina mais estavel neste estudo, sendo o
nivel de vibracdo (indesejavel) 4 a 6 vezes inferior as outras centrifugadoras,
independentemente se a centrifugadora esta completa com tubos, ou se apenas estd com

metade da sua capacidade (Figura 11 e 12) (Dohan Ehrenfest et al., 2018).
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Radial vibrations of 4 centrifuges (full-load test)
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Figura 11 - Grafico representativo das vibragdes radiais das centrifugadoras com o maximo de capacidade
de tubos. Imagem retirada de (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

Radial vibrations of 4 centrifuges (half-load test)
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Figura 12 — Grafico representativo das vibragdes radiais das centrifugadoras com metade da capacidade de
tubos. Imagem retirada de (Dohan Ehrenfest et al., 2018).
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Existem diversas diferengas entre o L-PRF original (sistema Intra-Spin) e os concentrados
plaquetarios obtidos por outros sistemas, tais como: o peso ¢ dimensao dos codgulos apos
centrifugacdo, e a dimensdo e peso das membranas apds compressdo. A arquitetura
especifica da fibrina e o contetido dos fatores de crescimento e células do L-PRF sao
caracteristicas-chave desta membrana, conforme caracterizado na literatura, e qualquer
alteracdo do protocolo pode levar a uma modificacdo biologica e resultados clinicos
diferentes (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

Os coagulos e membranas foram colocados em bandejas individuais para avaliacdo do
peso e dimensdo (Figura 13 e 14). Através de uma anélise macroscopica, observou-se
diferenga nos codgulos relativamente aos parametros do peso, volume, arquitetura de

fibrina e conteudo celular (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

Original Intra-Spin A-PREF variation
L-PRF

Salvin
PRF-like

PRF-like

200 25 Ao e iR B

0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 L 10 15

Figura 13 - Avaliacdo macroscopica dos coagulos de PRF produzidas com as 4 centrifugadoras diferentes:
sistema original Intra-Spin L-PRF(A), sistema A-PRF (B), centrifugadora Salvin (C) e centrifugadora LW
(D). Imagens retiradas de (Dohan Ehrenfest et al., 2018).
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Original Intra-Spin i A-PRF variation
L-PRF
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Figura 14 - Avaliagdo macroscopica das membranas de PRF produzidas com as 4 centrifugadoras
diferentes: sistema original Intra-Spin L-PRF(A), sistema A-PRF(B), centrifugadora Salvin (C) e
centrifugadora LW (D). Obtengdo das membranas L-PRF com 1 mm de espessura apds compressdo do
coagulo usando 100g de pressdao. Imagens retiradas de (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

Através da observagao dos coagulos e membranas, a centrifugadora Intra-Spin permitiu
manter a temperatura dos tubos mais baixa entre as quatro centrifugadoras testadas
(Tabela 8). A-PRF e Salvin foram ambos associados a um aumento significativo da
temperatura no tubo. A Intra-Spin produziu o codgulo com maior peso, assim como, o
exsudato com maior volume e peso entre as quatro técnicas, contudo, a centrifugadora
Salvin apresenta membranas com peso semelhante. Por outro lado, os sistemas A-PRF e
LW produziram codgulos muito leves e de pequena dimensdo. Nos parametros de
comprimento e largura de codgulo e da membrana, os autores verificaram que os coagulos
e membranas dos protocolos Intra-Spin e Salvin apresentaram dimensdes semelhantes,
contrariamente ao A-PRF e LW que foram significativamente mais curtos e estreitos

(Dohan Ehrenfest et al., 2018).
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- INTRASPIN A-PRF SALVIN .

B MEDIA (SD) MEDIA (SD) MEDIA (SD) R
Temperatura final do tubo ‘ ‘ 27,5 (0,66) 28,83 (0,67) 28,8 (0,66) 27,88 (0,57)
Peso do codgulo (g) 2,09 (0,19) 1,38 (0,24) 1,73 (0,27) 0,74 (0,15)
Peso da membrana (g) 0,62 (0,15) 0,48 (0,17) 0,6 (0,19) 0,3 (0,25)
Peso do exsudado (g) 1,47 (0,13) 0,9 (0,21) 1,12 (0,27) 0,44 (0,26)
(Cn‘;:';’”"‘e“t" gee e 35,69 (3,43) 26,56 (4,25) 35,25 (4,1) 20.12 (4.29)
Largura do coagulo (mm) 12,81 (0,75) 10,93 (1,08) 13,06 (0,94) 9,12 (1,13)
Comprimento da membrana
e 34,81 (2,95) 26,81 (3,38) 34,43 (2,87) 21,5(2,39)
Largura da membrana (mm) 12,25 (0,71) 10,37 (0,92) 11,93 (0,78) 9,12 (0,64)
Relagdo de peso (%)
coagulo/amostra de sangue 20,94 (2,4) 13,98 (2,6) 17,42 (2,63) 7,41 (1,45)
10 ml

Tabela 8 - Resultados da analise macroscopica dos coagulos e membranas produzidos com as 4
centrifugadoras testadas. Valores expressos em Média e Desvio Padrdo (DP). Tabela adaptada de (Dohan
Ehrenfest et al., 2018).

Na analise realizada com microscopia de luz (Figura 15) a maioria dos corpos celulares
(ntcleos corados a roxo escuro), estavam mais concentrados na area da face de cada
membrana (Intra-Spin, A-PRF e Salvin), cerca de 3/4 dos corpos celulares foram
observados nessa regido, ja os restantes 1/4 foram observados na regido central da cauda.
Na cauda observaram-se apenas vestigios residuais de corpos celulares. Ao contrario dos
outros sistemas, no LW os corpos celulares situavam-se mais dispersos por toda a
membrana (40% face, 48% centro da cauda e 12% extremidade da cauda), uma vez que,
os coagulos e as membranas eram particularmente pequenos e reduzidos (Dohan

Ehrenfest et al., 2018).
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e

Figura 15 - Avaliagdo microscopica das membranas PRF produzidas com as 4 diferentes centrifugadoras
em microscopia de luz (hematoxilina eosina). Imagens retiradas de (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

Através da analise de Microscopia Eletronica de Varrimento, avaliou-se detalhadamente
o0 aspeto da rede de fibrina e do contetido celular de cada membrana (Figuras 16 ¢ 17). O
L-PRF original produzido através da Intra-Spin apresentou uma matriz de fibrina
fortemente polimerizada, com espessas fibras de fibrina. Além disso, todas as células
observadas apresentavam-se vivas e sem alteracdo de forma. Os linfocitos apresentaram
aspeto de apeto texturizado, tipicamente observado em linfocitos ativados. Esta
observacao corresponde a caracterizagao exata de um coagulo de L-PRF original (Dohan
Ehrenfest et al., 2018). No entanto, as membranas de A-PRF, Salvin e LW apresentaram-
se ligeiramente polimerizadas com finas fibras de fibrina, nitidamente diferentes do L-
PREF original. Além disso, todos os corpos celulares visiveis pareciam estar comprimidos.
Nao foi detetado nenhum corpo celular com formato normal ou ativado. Considerou-se

que toda a populacdo de células estava completamente danificada ou destruida (Dohan

Ehrenfest et al., 2018).
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Figura 16 - Microscopia Eletronica de Varrimento Avaliagdo microscopica das membranas de PRF
produzidas com as 4 centrifugadoras diferentes (L_PRF, A-PRF 12, LW - UPDS e Salvin 1310c). Imagens
retiradas de (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

O conteudo celular presente nos produtos semelhantes a PRF obtidos com as maquinas
A-PRF, LW e Salvin ndo podem ser classificados na familia L-PRF. Sem contetido celular
preservado, estes sao mais propensos a serem classificados como uma espécie de Fibrina
rica em plaquetas Puro (P-PRF). O amplo conteudo celular e diversificado presente na
forte matriz de fibrina constitui uma das caracteristicas mais importantes de um coagulo
de L-PRF (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

Verificando-se que a for¢a G era quase idéntica nas 4 centrifugadoras, supdem-se que as
vibragdes mecanicas podem ter sido responsaveis pelas diferencas entre os produtos
finais. Como o nivel de vibragdes constituiu a unica variavel entre os 4 produtos, foi
possivel associar as diferengas de peso, volume, arquitetura de fibrina e contetudo celular

entre os 4 sistemas a este nivel de vibragdes. (Dohan Ehrenfest et al., 2018).
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Figura 17 - Microscopia Eletronica de Varrimento Avaliagdo microscopica e comparacdo das membranas
PRF produzidas com 2 centrifugadoras (I-PRF e A-PRF). Imagens retiradas de (Dohan Ehrenfest et al.,
2018).

Com o objetivo de avaliar a forma como as alteragdes do protocolo L-PRF podem
influenciar o seu contetido biologico, independentemente das caracteristicas da
centrifugadora utilizada, avaliou-se a quantidade inicial de fatores de crescimento das
membranas L-PRF e A-PRF, por meio de extracdo for¢ada. Com uma primeira
observa¢do macroscopica, os codgulos e membranas de L-PRF originais produzidos com
9 ml de sangue foram sempre muito maiores do que os coagulos e membranas de A-PRF

produzidos com 10 ml de sangue (figura 18) (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

/
® @ @
e UL B b S

padgilt R i
Figura 18 - Coagulos e respetivos tubos de cada sistema logo apos a centrifugacdo. Os coagulos coletados

e colocados na caixa cirargica PRF (Xpression, Intra-Lock) para compressdo em membranas (C). Imagens
retiradas de (Dohan Ehrenfest et al., 2018).
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Durante o teste, a membrana de L-PRF original permaneceu em bom estado até ao final
do tempo experimental (sete dias), ao contrario da membrana de A-PRF que se dissolveu
completamente entre o primeiro e o terceiro dia. Por esta razao, o ultimo valor do A-PRF
foi medido no dia trés do tempo experimental. Foram encontradas em cada tempo
experimental quantidades significativas de TGFB-1, PDGF-AB e VEGF, verificou-se
libertagdo de fatores de crescimento nas membranas de L-PRF durante um minimo de
sete dias, e libertacdo dos mesmos, até trés dias nas membranas de A-PRF (Figura 19)

(Dohan Ehrenfest et al., 2018).

A Slow release of TGFR1 from L-PRF and A-PRF membranes B Slow release of PDGF-AB from L-PRF and A-PRF membranes
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Figura 19 — Grafico representativo da libertagdo lenta de TGFB1(A), PDGF-AB(B), VEGF(C)e BMP2(D)
de uma membrana L-PRF original e de uma membrana A-PRF durante 7 dias in vitro. Imagens retiradas
de (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

A libertagdo de TGFf-1, PDGF-AB e VEGF apresentou perfis gerais semelhantes para
ambos os sistemas, caracterizados por um rapido aumento da libertagdo destes fatores
durante as primeiras vinte e quatro horas. No que concerne ao L-PRF original, foi
observado uma libertacdo significativa de FC, no entanto mais lenta até as primeiras 120
horas. Nas quarenta e oito horas seguintes, as membranas continuaram a libertar
quantidades significativas dessas moléculas. Para o A-PRF, a libertagdo também diminuiu
apods o primeiro dia, mas a libertagdo cessou rapidamente com a dissolugdo completa da
membrana. A libertacao lenta de TGFB-1, PDGF-AB ¢ VEGF de uma membrana de L-

PREF original foi significativamente maior (p <0,001) em todos os tempos experimentais,
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comparativamente a libertagdo de uma membrana de A-PRF (Dohan Ehrenfest et al.,
2018).

Na avaliacdo de BMP2, ndo se detetaram vestigios desta proteina na membrana de A-
PRF (Tabela 9), por outro lado, foi detetado uma libertacao lenta de BMP2 durante pelo
menos sete dias na membrana de L-PRF. Na membrana de A-PRF, a quantidade total de
fatores libertados logo apds a preparagdo da membrana, foram significativamente

menores do que na membrana de L-PRF (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

Tested molecule TGFp-1 (nanog) VEGF (picog) PDGF-AB (nanog) BMP-2 (picog)
Total released after 168h L-PRF 3155 (£21.1) 6602 (£704) 67.1 (+9.8) 580 (+£73)
(sum of the amounts measured at each experimental time) A-PRF 92.1 (+254) 2445 (£782) 209 (+8.1) NA
Total extracted at t0 from the membrane L-PRF 4.4 (£3.7) 994 (+159) 444 (+4.2) 79 (+£10)
A-PRF 18.6 (£4.8) 514 (£188) 15 (£5.8) NA
Ratio between L-PRF 7.1 6.64 151 134
slow released and extracted molecules A-PRF 495 476 1.39 NA

Tabela 9 - Comparacdo entre a quantidade total libertada ao final do tempo experimental ¢ a quantidade
inicial extraida de cada molécula testada numa membrana L-PRF original ¢ numa membrana A-PRF. Os
resultados sdo expressos como médias e desvios padrdo. Tabela de retirada de (Dohan Ehrenfest et al.,
2018).
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Figura 20 - Sistema Intra-Spin L-PRF, Intra-Lock, Boca-Raton, FL, EUA. O sistema Intra-Spin ¢é
constituido por: maquina centrifugadora (Intra-Spin) (1); Bandeja Xpression™ (2); Pinga Cirtrgica de
Tecidos (3); Tesoura Cirargica Curva (4); Tagca Redonda de Ago Inoxidavel (5); Taca Retangular de Ago
Inoxidavel (6); Espatula Transportadora de Biomaterial Dupla (7); Condensador de Biomaterial Duplo (8);
Tubos Vermelhos (9ml) (9); Tubos Brancos (9ml) (10). (Adaptado de https://www.intralock.es/Iprf/).

Os tubos de colheita de sangue vermelhos sdo secos, esterilizados e sem nenhum tipo de
anticoagulante, com capacidade de 9ml. Estes sdo revestidos por uma fina camada de
silica, de forma a ndo permitir a fixa¢do do sangue nas paredes dos tubos (Garcia & Orsini,
2020). Também existem os tubos brancos estéreis, selados a vacuo e sem revestimento de
silica, com capacidade de 9ml, que sdo utilizados na obteng¢ao de fibrinogénio (Garcia &

Orsini, 2020).
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Figura 21 - Certificagdo CE e FDA do Sistema Intra-
Spin. (Retirado de https://www.intralock.es/lprf).

Todo o sistema Intra-Spin e seus dipositivos sdo comercializados sob autorizacdo e
certificagdo CE e FDA (Intra-Lock, Boca-Raton, FL, EUA) (Figura 21). Este sistema
mais econdmico ¢ na verdade o Unico sistema L-PRF disponivel no mercado, que contém
todas as certificagdes adequadas, em que utiliza o protocolo e dispositivos originais

(Figura 20) (Dohan Ehrenfest et al., 2018).

2.1. Protocolo Intra-Spin®

O L-PRF original foi desenvolvido como um protocolo de facil utilizagdo, no entanto, o
equipamento e o protocolo foram adaptados com maior rigor para que se alcangasse um
coagulo com as melhores carateristicas possiveis. O sistema ¢ constituido por uma
centrifugadora de bancada com elevada qualidade, tubos de plastico revestidos de silica
e um protocolo especifico (Dohan Ehrenfest et al., 2018). O protocolo para a preparagao
de L-PRF, bem como os protocolos para cada uma das suas aplicagdes clinicas, foram
aperfeicoados nos ultimos 20 anos, com diretrizes baseadas em evidéncias cientificas
disponiveis para a maioria dos procedimentos (Quirynen & Pinto, 2022) .As membranas
de fibrina ricas em plaquetas e leucocitos sdo obtidas através de um protocolo de
centrifugacao a 2700 RPM durante doze minutos, ¢ RCF de 400 g, através do dispositivo
de centrifugagdo Intra-Spin® (Intra-Lock International, Boca-Raton, Flérida, EUA)
(Nogueira et al., 2020).
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2.1.1. Protocolo de centrifuga¢io do sistema Intra-Spin®
A maquina centrifugadora do sistema Intra-Spin® apresenta um protocolo clinico rigoroso
no qual devem ser utilizados os dispositivos originais do sistema para que se obtenham
os melhores resultados. Este protocolo pode ter dois modos de utilizagdo, a obtengao dos
coagulos com ou sem fibrinogénio. O protocolo original Intra-Spin® (Quirynen & Pinto,

2022) apresenta-se da seguinte forma:

1. Ajustar o tempo de centrifugagdo (12 minutos) e a velocidade (2700rpm);

2. Extrair o sangue para o primeiro e segundo tubo (vermelhos);

3. Deve realizar-se leves movimentos de oscilagdao, para promover o contacto do
sangue com a silica que se encontra no revestimento interno dos tubos;

4. Colocar o primeiro par de tubos em posi¢des diametralmente opostas;

5. Iniciar a rotagdo da centrifugadora (a centrifugacao parcial evita a coagulagdo do
sangue enquanto se extrai os restantes tubos);

6. Parar a maquina, enquanto a centrifugadora ndo abre fazer os movimentos
oscilatorios;

7. Colocar o terceiro e quarto tubo e iniciar a rotacdo (uma vez mais diametralmente
opostas);

8. Se necessarios mais tubos, deve repetir o processo de centrifugagdo parcial para
cada par de tubos;

9. Apbs a colocagdo do ultimo par de tubos deve fazer rotagcdo e deixar terminar os

12 minutos.

Nota: Se o paciente tomar algum tipo de medicacdo anticoagulante, o tempo de a
centrifugacao deve ser estendida para 18 a 20 minutos (contando a partir da colocagao

dos ultimos tubos na centrifugadora).

Se for necessario obter fibrinogénio, utilizam-se os tubos brancos, estes devem ser os
ultimos a ser extraidos e colocados na centrifugadora (Garcia & Orsini, 2020). A
centrifugacdo ¢ interrompida apds 3 minutos e o tubo/tubos com tampa branca sao
removidos. Os restantes tubos vermelhos sdo centrifugados por nove minutos,

completando o ciclo de doze minutos de centrifugacao (Castro et al., 2019).
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%

Figura 22 - Vista superior do rotor da centrifugadora
"INTRA-SPIN". Figura do autor.

A quantidade de tubos indicada a utilizar deve ser par (2 a 8 tubos) para equilibrar a
maquina e nao alterar a morfologia do contetido celular (Figura 22). Se ndo for possivel
utilizar um nimero de tubos par, entdo devemos acrescentar um tubo com agua, glicerina

ou parafina (Garcia & Orsini, 2020).

2.1.2. Substancias que podem alterar o tempo de coagulacio
A realizagdo da historia clinica ¢ de extrema importancia para que se possa adequar o
protocolo de centrifugagdo e se obtenham coagulos com as melhores carateristicas. E
importante pesquisar no paciente dados que possam estar relacionados com a alteracao
do tempo de coagulagdo, como determinadas patologias, medicagdo e habitos. Em alguns
casos, o tempo de centrifugac¢do do protocolo inicial pode ser aumentado para compensar

estas possiveis alteragdes. Na tabela seguinte estdo referidos alguns fArmacos que podem

alterar a qualidade dos coagulos (Tabela 10) (Garcia & Orsini, 2020).
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Anticoagulantes
farmacos que inibem i i i
( q L | Antitrombina Il Bivalidurina TRt H Antlagregaptes
qualquer fase do Argatrombana plaguetérios
processo de coagulagdo)
Farmacos que interferem el AINES
na agregacdo ou i i
Sk Anagrelida Cilostazol Clopidogrel Inibidores da COX-2
aglomeragdo das Apsirina ] o Sulfinpirazona o
Dipiridamol . . Tirofibana
plaquetas para formar o Ibuprofeno Eptifibatide Ticlopidina
coagulo das plaquetas Naproxeno
Medicamentos que Alopurinol Amiodarona Ciprofloxacina Dissulfiram
. L Esteroides Capecitabina . . .
aumentam o efeito dos . . Clofibrato N Eritromicina
N | anabolizantes Cefalosporinas Diclofenac Fluconazol
anticoagulantes Aspirina Cimetidina
Heparina de baixo -
Outras substancias Pentoxifilina [] peso molecular Sl Il Cafeina
Drotrecogina alfa

Tabela 10 — Substancias que podem alterar o tempo de coagulagdo. Adaptado de (Garcia & Orsini, 2020).

2.1.3. Protocolo de obtencio de fibrinogénio
O fibrinogénio liquido € obtido por centrifuga¢do dos tubos brancos durante trés minutos,
a velocidade de 2700rpm. Sao utilizados tubos de plastico sem revestimento de silica para
retardar a cascata de coagulacdo (Quirynen & Pinto, 2022). Apos os trés minutos de
centrifugacdo, removem-se os tubos de tampa branca da centrifugadora e colocam-se na
grade de suporte (Garcia & Orsini, 2020). O liquido obtido de coloragdo amarela, visivel
na parte superior do tubo ¢ pipetado com uma seringa estéril de Sml, constituindo assim
o fibrinogénio liquido (Castro et al., 2019). Apds cuidadosa pipetagem de 2cc de
fibrinogénio liquido, este deve ser armazenado num local isento de luz até ao momento

da sua aplicagdo (Figura 7) (Garcia & Orsini, 2020).
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2.1.4. Protocolo de obtencio das membranas de L-PRF
Para obter as membranas de L-PRF ¢ necessario finalizar o tempo de centrifugacdo e
deixar os tubos vermelhos em repouso na centrifugadora durante dois minutos (Garcia &

Orsini, 2020):

1. Colocar os tubos vermelhos na grade de suporte;

2. Utilizar a pinga cirargica de tecidos preensdo da fracdo intermédia do coagulo,
removendo-o do tubo;

3. Seguidamente separar a série vermelha com auxilio da espatula transportadora;

4. Colocar o coagulo na Bandeja Xpression com a face voltada para baixo e colocar
a tampa de compressao;

5. Aguardar cinco minutos para obten¢ao das membranas de L-PRF (por compressao

suave; gravidade).

Apbs a colocagdo dos coagulos na bandeja, sdo necessario cinco minutos de compressao
suave, para que se obtenham as membranas de L-PRF com 1mm de espessura. (Castro et
al., 2019a; Hermida-Nogueira et al., 2020). As membranas devem ser utilizadas dentro
do periodo 1til de trés horas, evitando assim a sua desidrata¢do (Garcia & Orsini, 2020).
Durante a compressdo suave dos coagulos de L-PRF, uma grande quantidade de liquido,
designada de exsudato, vaza para a parte inferior da bandeja, este exsudado pode ser
colhido através de uma seringa esterilizada, visto este liquido ser muito rico em fatores
de crescimento e possuir elevada capacidade antibacteriana (Quirynen & Pinto, 2022).
Este liquido pode ser utilizado para hidratar as membranas, hidratar os implantes
previamente a sua colocagdo e hidratacdo de alvéolos ou de defeitos Osseos antes da

colocagao dos biomateriais (Garcia & Orsini, 2020).
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2.1.5. Protocolo de obtenc¢do de plugs
Os plugs de L-PRF t€ém a mesma composi¢do do que as membranas, apenas diferem na
forma de apresentagdo, assemelhando-se a um cilindro. Sdo normalmente utilizados em
alvéolos pos-extracionais. Para obtencao do p/ug, deve-se colocar a membrana de L-PRF
no local especifico da bandeja sobrepor o pistdo e deixando a gravidade realizar a pressao

(Figura 23) (Garcia & Orsini, 2020). A tempo ttil de aplicagdo dos plugs varia de duas a

trés horas, desde que mantidos no compartimento evitando a sua desidratagcdo (Quirynen

& Pinto, 2022).

Figura 23 - Modo de preparagdo do plug de L-PRF. a) - Apos centrifugagdo, os coagulos de L-PRF sdo
coletados do tubo de sangue com pingas, e 0s eritrocitos aderentes sdo removidos com muito cuidado; b) -
Depois de realizada compressdo, fortes membranas de L-PRF sdo formadas (uma tinica membrana pode
suportar com uma forga de até 500g); c) - usando um cilindro e pistdo (incluidos no kit de compressao),
pode-se formar plugs de L-PRF cilindricos adequados para preencher os alvéolos pos extragdo; d) — Plug
de L-PRF. Imagens retirada de (Quirynen & Pinto, 2022).
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2.1.6. Protocolo de obtencido de L-PRF Block
Nas ultimas décadas, o potencial terapéutico da engenharia de tecidos para regeneracao
Ossea ganhou consideravel interesse. A preparagdo do L-PRF block consiste na
combinacdo de um substituto 0sseo particulado, de membranas de L-PRF convertidas em

particulas e fibrinogénio liquido (Figura 24) (Quirynen & Pinto, 2022):

1. Colocar duas membranas na taca retangular de aco inoxidavel;

2. Cortar as membranas em pequenos pedacos com a tesoura cirirgica curva;

3. Juntar o biomaterial selecionado as membranas e homogeneizar;

4. Adicionar 1cc de fibrinogénio e mistura suavemente, dando a forma desejada ao

bloco;

O fibrinogénio inicia o processo de coagulagdo formando uma rede de fibrina
tridimensional, que ird agregar o biomaterial e as membranas fracionas, formando o bloco

de L-PRF (Castro et al., 2019; Quirynen & Pinto, 2022). A propor¢do indicada sdo 2

membranas para 0,5 g de biomaterial (Garcia & Orsini, 2020).

Figura 24 - Preparacdo Clinica do L-PRF block. a) — Seringa com fibrinogénio; b) — Membranas de L-PRF
apds compressao; ¢) — Mistura das membranas de L-PRF com substituto 6sseo (aloenxerto); d) — Adigdo
do fibrinogénio; e) — Formagdo do L-PRF block com a forma desejada; f) — L-PRF com consisténcia ¢
forma pronto a ser aplicado. Imagens adaptadas de (Cortellini et al., 2018).

3. Aplicacoes
Inicialmente descrito para o tratamento de feridas em pacientes diabéticos, € com lesdes
provocadas por queimaduras. SO posteriormente passou a ser utilizado na area da
medicina dentéria (Garcia & Orsini, 2020). A eficacia das membranas de L-PRF tem sido

extensivamente estudada e relatada para diversas aplicagdes/procedimentos
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regenerativos, incluindo cirurgia periodontal, tratamento de defeitos de furca, preservacao
alveolar ap6s extragdes de dentes, elevacdo do perimetro do seio maxilar, regeneragdo de
tecidos moles e duros, e terapia maxilofacial e na area da implantologia (Tovar et al.,
2021). Também tem sido utilizado para melhorar a cicatrizagdo em procedimentos
estéticos, ¢ medicina regenerativa da pele. Além disso, dados in vitro mostraram as
propriedades antimicrobianas associadas aos dois principais componentes celulares do L-
PRF, sugerindo a sua aplicacdo como desinfetante biologico de superficies de implantes
contaminados, resultando em extensa formagado de pseuddépodes com ativagao plaquetéria
e reducgdo significativa das populacdes bacterianas (Tovar et al., 2021). As varias
disciplinas médicas t€m utilizado o L-PRF em diferentes tipos de cirurgia, relatando um

efeito positivo no processo de cicatrizagdo de feridas (Andrade et al., 2020).

3.1. Aplicacdes do L-PRF na cirurgia oral

3.1.1. L-PRF na exodontia de terceiros molares
A exodontia de terceiros molares constitui um dos procedimentos mais frequentes
realizados em cirurgia oral (da Silva et al., 2021; Daugela et al., 2018). A cirurgia de
extracdo dos terceiros molares ¢ frequentemente acompanhada de complicacdes pos-
operatorias que estdo associadas a desconforto pos-operatorio, dor, edema, trismos,
parestesias e elevada taxa de incidéncia de osteite alveolar (da Silva et al., 2021; Daugela
etal., 2018). Alguns estudos referiram existir beneficios evidentes na utiliza¢ao de L-PRF
em alvéolos pos-extrativos de terceiros molares, tendo se observado algumas vantagens,
tais como: diminui¢do das complicagdes pos-operatdrias, como por exemplo: diminui¢ao
da dor e do edema, melhoria da cicatrizacao dos tecidos moles, refletindo-se numa
redugdo temporal do periodo pos-operatorio (Quirynen & Pinto, 2022). No seguinte caso
clinico foi identificado radiograficamente a inclusdao do dente 4.8 associado a uma lesdao
quistica, compativel com quisto dentigero. Foi realizada previamente uma venopungao
para producdo de plugs e membranas de L-PRF através do sistema Intra-Spin. Apos
incisdo e descolamento do retalhe, procedeu-se a osteotomia e odontoseccdo com
instrumentos de corte rotativo. Apos extragao do dente e enucleacdo do quisto procedeu-
se a irrigacdo da loca dssea com solugdo salina seguida de irrigacdo do exsudado das
membranas de L-PRF. Seguidamente inseriram-se os plugs e recobriu-se a loca com as
restantes membranas e encerrou-se a ferida operatoria com sutura de seda (Figura 25 e

26).
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Figura 25 - Extragdo do terceiro molar mandibular (4.8). a) — Imagem radiografica (ortopantomografia)
pré-operatoria, evidenciando o quisto dentigero associado ao dente 4.8 incluso; b) — Imagem intraoral da
regido confirmando a inclusdo do dente 4.8; c) — Imagem do dente 4.8 ap6s odontosecgdo; d) — Imagem

intra-operatoria da loca apés extragdo do dente 4.8 e enucleacgdo da lesdo quistica. Imagens cedidas pelo Dr
Diogo Castro.

Figura 26 - ¢) - Imagem dos plugs e das membranas apds compressdo; f) — Encerramento da ferida
operatoria ap6s colocacdo dos plugs e membranas com sutura de seda; Imagem radiografica
(ortopantomografia) pos-operatoria. Imagens cedidas pelo Dr Diogo Castro.
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3.1.2. Reconstrucio ossea de pequenos defeitos com L-PRF
A regido do defeito dsseo a reabilitar esta diretamente relacionada com a técnica cirurgica
a utilizar. Em defeitos de pequenas dimensdes de uma ou duas paredes podemos recorrer
a diferentes técnicas de reconstrugdo Ossea, tais como a regeneragdo Ossea guiada (ROG)
e a técnica de reconstrucao 6ssea aposicional (Louis, 2010; Louis et al., 2008). No caso
clinico apresentado (Figura 27 e 28), o defeito 0sseo vertical originado pela deficiente
cicatrizacdo alveolar foi solucionado através da aplicag@o da técnica de ROG. Utilizando
um L-PRF block constituido por um aloenxerto dsseo particulado para preenchimento
alveolar e fixacdo de um bloco 6sseo aldgeno com técnica aposicional para retificacdo do
defeito horizontal. O bloco foi recoberto com uma membrana de L-PRF sob a ferida

operatdria para melhor cicatrizagdo tecidular (Brdnemark et al., 1975; Zarb et al., 2002).

Figura 27 - Regeneragdo ossea guiada e alvéolo pos-extragdo de dente 1.1; a) — Vista intraoral do alvéolo
pos-extrativo do dente 1.1; b) — Alvéolo pos-extrativo do dente 1.1 com conteudo residual endodontico; ¢)
— Membranas de L-PRF obtidas pelo protocolo Intra-Spin; d) — Fragmentos de aloenxerto 6sseo liofilizado
de crista iliaca. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.
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Figura 28 - ¢) — Formagdo do L-PRF block; f) — Preenchimento do alvéolo p6s extrativo com L-PRF block;
g) — Fixagdo do bloco ésseo alégeno de crista iliaca para retificacdo do defeito horizontal, h) —
Recobrimento do bloco com membrana de L-PRF. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.

3.1.3. L-PRF em enxertos 0sseos
Na reconstrucao de defeitos 6sseos de maiores dimensdes com compromisso de duas ou
mais paredes, a técnica de reconstrucdo ossea guiada associada a barreiras ou membranas
reabsorviveis ou ndo reabsorviveis para contengao de particulas, constitui uma alternativa
viavel na reconstru¢ao de defeitos 6sseos. A estabilidade dos implantes dentarios depende
de uma boa estrutura o6ssea residual. A técnica do L-PRF block associada a um
xenoenxerto bovino constitui uma alternativa viavel nas técnicas de reconstrugdo de
volume 6sseo horizontal (Cordaro et al., 2002). No caso clinico apresentado, retificou-se
um defeito Osseo horizontal provocado por uma perda dssea vertical e horizontal
originada por uma periimplantites na regido do quinto sextante. A técnica utilizada
compreendeu a aplicacdo do L-PRF block com xenoenxerto apos explantacdo dos

implantes comprometidos das posi¢des 3.2 e 4.2 (Figura 29 e 30).
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Figura 29 - Reconstrugdo 6ssea do defeito dsseo vertical e horizontal do quinto sextante com L-PRF block.
a) — Imagem intraoral dos implantes 3.2, 4.2 com compromisso estrutural; b) — Vista intrdo-peratoria do
defeito 0sseo apods explantacdo dos implantes 3.2 e 4.2; ¢) — Codgulos de L-PRF, fase de pré-compressio;
d) - Formagao do L-PRF block. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.

Figura 30 - e) — Aplicagdo do L-PRF block sobre o defeito 6sseo; f) — Recobrimento do L-PRF block com
membranas L-PRF; g) — Vista intraoral do ponto de sutura colchoeiro horizontal modificado sobre as
membranas de L-PRF; h) - Encerramento da ferida operatoria com sutura nylon 4-0. Imagens cedidas pelo
Doutor Eugénio Pereira.
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3.1.4. L-PRF na preservacao da crista alveolar pos-extragao
A perda de pecas dentérias precoce e a auséncia prolongada das mesma, conduzem a um
processo de reabsorcdo da crista dssea alveolar, conduzindo a defeitos dsseos que
impossibilitam a colocacao de implantes dentarios convencionais. Nos defeitos dsseos de
espessura da crista alveolar, as técnicas de reconstrucao dsseas disponiveis sdo: técnicas
de interposicao (Ridge Splitting); técnica aposicional (Onlay Grafting); regeneragdo
Ossea guiada (Guide Bone Regeneration) (Aalam & Nowzari, 2007; Burchardt, 1987; Ella
et al., 2014). No caso clinico a baixo apresentado (Figuras 31 e 32), foi proposto a
reabilitacdo total mandibular com extracdo dos dentes residuais, colocagdo de cinco
implantes dentérios e retificagdo do defeito dsseo horizontal do terceiro quadrante, com

aplicagdo do bloco 6sseo alégeno corticoesponjoso € L-PRF block de xenoenxerto para

preenchimento dos defeitos da crista 6ssea alveolar.

L ._.._—n_"" . — l—_
Figura 31 - Reabilitagdo total mandibular com implantes dentarios simultdnea a reconstrugdo ossea de
defeito 0sseo horizontal. a) - Vista intraoral mandibular; b) — Radiografia panoramica mostrando o defeito

osseo horizontal mandibular; ¢) — Vista intra-operatoria mandibular apos extragdo dentaria; d) — Membranas
de L-PRF apds compressdo. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.
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Figura 32 - e) - Aplicag@o do fibrinogénio sobre o xenoenxerto bovino e membranas de L-PRF para
formagéo do block; f) — Fixagdo do bloco dsseo aldgeno corticoesponjoso para retificagdo do defeito
horizontal; g) — Vista intra-operatoria do implantes dentarios instalados e preenchimento dos defeitos
alveolares com o L-PRF block; h) — Recobrimento da reconstrucdo dssea alveolar com membranas de L-
PRF. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.

3.1.5. L-PRF para elevagao sinusal
As regides posteriores maxilares sdo muitas vez acompanhadas de insuficiente
disponibilidade 0ssea vertical para permitir a instalagdo de implantes dentarios. Esses
defeitos Osseos podem ter origem anatdémica, traumdtica ou infeciosa. As técnicas
cirargicas disponiveis para reconstrucdo dos defeitos 6sseos maxilares posteriores sao:
técnica Le Fort I, elevagdo do pavimento do seio maxilar pela técnica trascrestal ou pela
técnica da “janela lateral” (Mufioz-Guerra et al., 2009; Powell et al., 2022). No caso
clinico apresentado (Figuras 33 e 34), utilizou-se a técnica da “janela lateral” com

aplicacdo de L-PRF block de xenoenxerto bovino.
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Figura 33 - Reabilitagdo de defeito 6sseo vertical do seio maxilar direito com L-PRF block pela técnica da
“janela lateral”. a) — Vista intraoral da zona de acesso ao seio maxilar; b) — Membranas de L-PRF obtidas
pela técnica Intra-Spin; c¢) — Membranas de L-PRF seccionadas e xenoenxerto bovino; d) — Formagdo do
L-PRF block. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.

Figura 34 - ) — L-PRF block; f) — Vista intra-operatoria da janela lateral e preparacédo do L-PRF block para
colocacdo no seio maxilar; g) — L-PRF devidamente compactado; h) — Recobrimento da abertura da janela
lateral com membranas de L-PRF. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.
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3.1.6. L-PRF em implantologia
Os implantes dentarios constituem uma alternativa viavel na reabilitacao oral de pacientes
desdentados parciais ou totais. As elevadas taxas de sucesso associadas a esta técnica
constituem um indicador seguro para a sua utilizagdo. As complicagdes pOs-operatorias
associadas a reabilitacdo oral com implantes dentarios englobam situa¢des como
traumatismos dento-alveolares e defeitos 6sseos originados por infe¢des. A periimplantite
¢ uma doenga associada aos tecidos moles e duros periimplantares (Garcia & Orsini,
2020). A permanéncia de lesdes cronicas infeciosas provocadas pela periimplantite pode
originar defeitos Osseos verticais, com indicacdo para reconstrucdo Ossea, através de
diversas técnicas cirurgicas. Os defeitos Osseos mais comuns originados pela
periimplantites, apresentam a forma de uma cratera ou cone invertido. Em situagdes de
perda de estrutura Ossea vertical periimplantar ¢ possivel aplicar a técnica de
implantoplastia na superficie do implante exposto, com a aplicagdo do protocolo L-PRF
block (Quirynen & Pinto, 2022). O caso clinico apresentado (Figuras 35, 36 e 37),
descreve a reconstru¢do do defeito 6sseo vertical originado pela periimplantite associada

aos implantes 4.4 e 4.6, através da técnica da regeneragdo Ossea guiada com L-PRF block.

Figura 35 - Reconstrucdo de defeito 6sseo vertical com L-PRF block. a) — Imagem intraoral dos implantes
4.4 e 4.6 com sinais de inflamagdo nos tecidos moles periimplantares; b) - Vista intra-operatoria dos
implantes 4.4 ¢ 4.6 com tecido de granulagdo associado; ¢) — Vista intra-operatoria dos defeitos 6sseos
verticais originados pela periimplantites, apos explantacdo dos implantes; d) — Vista intra-operatdria da
reabertura da regido 4.4 e 4.6 aos 2 meses. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.
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Figura 36 - ¢) — Coagulos de L-PRF; f) — L-PRF block com xenoenxerto bovino; g) — Defeito osseo
devidamente preenchido com L-PRF block e membrana para recobrimento com membrana PTFE reforgada
com titanio; h) — membrana de PTFE estabilizada e fixada com tachas de fixacdo e recoberta com
membranas de L-PRF. Imagens cedidas pelo Doutor Eugénio Pereira.

Figura 37 - i) — Vista intraoperatdria da reconstrucio do defeito 6sseo com L-
PRF block aos 6 meses. Imagem cedida pelo Doutor Eugénio Pereira.
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3.1.7. Hidratacao ou revestimento do implante com L-PRF
De forma a facilitar o processo de osteointegragdo, tem sido sugerido o utilizagdo de L-
PRF como matriz de revestimento do implante e preenchimento dos gaps periféricos,
beneficiando da libertagdo dos fatores de crescimento ¢ da clevada concentracdo de
plaquetas e leucocitos, que promovem a estabilidade mecanica do implante (Quirynen &
Pinto, 2022).Previamente a instalagdo do implante dentério, este pode ser hidratado com
o exsudado resultante da compressdo das membranas de L-PRF (Figura 38) (Garcia &

Orsini, 2020).

Figura 38 - Revestimento do implante com membrana L-PRF e hidratagdo do implante com exsudado. a)
— Membrana de L-PRF com evidéncia da face; b) — Inicio do revestimento do implante pela face da
membrana; ¢) — Implante revestido pela membrana de L-PRF previamente a colocagdo; d) — Colheita de
exsudado de L-PRF; ¢) - Hidratagdo do implante com o exsudado. Imagens retirada de (Quirynen & Pinto,
2022).

3.1.8. Aumento da mucosa queratinizada ao redor implantes com L-PRF
A membrana de fibrina do L-PRF atua como uma barreira bioldgica, protegendo os
fenomenos de cicatrizagdo internos, do meio oral. Além disso, ao fornecer fatores de
crescimento, leucdcitos e uma matriz de fibrina permeéavel ao crescimento de células
endoteliais e epiteliais, estimula e promove a angiogénese, acelerando a cicatrizacdo e
maturacao tecidular (del Corso et al., 2012). O caso clinico seguinte (Figura 39),
pretendeu avaliar a utilizagdo de membranas de L-PRF para aumento de espessura da
mucosa queratinizada associada a implantologia. Neste estudo clinico, utilizou-se uma
técnica de enxerto conjuntivo livre como local de controlo, para comparagdo da aplicagdo
de membranas de L-PRF. Os autores concluiram que apesar das limitagdes do estudo, as

membranas de L-PRF promoveram um aumento de espessura tecidular periimplantar,
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apresentando a vantagem da redu¢ao do tempo operatorio, auséncia de local de colheita,
associada a menor morbilidade, refletindo-se num maior conforto para o paciente

(Temmerman et al., 2018).

Figura 39 - Aumento da mucosa queratinizada periimplantar, estudo clinico comparativo. a) — Imagem
pos-operatoria imediata do local de controlo (al) e do local com a aplicagdo de L-PRF (a2); b) — Pos-
operatorio de uma semana; c) — Pos-operatdrio apos seis semana. Imagens adaptadas de (Temmerman et
al., 2018).
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3.1.9. L-PRF para cobrimento de recessdes gengivais
A recessdo gengival tem sido definida como o deslocamento apical da margem gengival
em relacdo a juncdo amelocementaria com exposicdo concomitante da superficie
radicular na cavidade oral (Mancini et al., 2021). As recessoes gengivais sdo alteragdes
que acometem atualmente um elevado nimero de pacientes, com etiologia multifatorial.
O tratamento pode ser conservador ou necessitar de alguma intervengdo cirtrgica para
recobrimento radicular. As diversas técnicas cirirgicas, utilizam vérios tipos de retalhos,
enxertos ¢ L-PRF como coadjuvante (Sanz Ruiz & Beckhaus, 2015). De facto, a
utilizagdo de L-PRF deve ser divulgada, pelos potenciais beneficios biologicos, auséncia
de local de colheita, e maior comodidade para o paciente (Mancini et al., 2021). O

seguinte caso clinico (Figura 40 e 41) reporta o tratamento cirtirgico de uma recessao

gengival do dente 2.3 com aplicacdo de membranas de L-PRF.

Figura 40 - Recobrimento de recessdo gengival com retalho coronario; a) — Imagem pré-operatoria da
recessdo gengival; b) — Preparagdo do retalho coronario; c) — Despitelizagdo das papilas mesial e distal; d)
— Curetagem radicular para condicionamento da superficie da raiz (tetraciclina); Imagens retiradas de
(Quirynen & Pinto, 2022).
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Figura 41 - e) — Unido de duas membranas de L-PRF em camada com sutura reabsorvivel; f) —
Recobrimento da superficie radicular com as duas membranas reabsorviveis fixadas com sutura
reabsorvivel; g) — Reposicionamento do retalho a recobrir totalmente as membranas de L-PRF; h) Pos-
operatdrio aos seis meses; Imagens retiradas de (Quirynen & Pinto, 2022).

3.1.10. L-PRF para a gestio do tratamento da osteonecrose da mandibula
induzida por bifosfonatos

Os bifosfonatos sdo comumente prescritos em pacientes com osteoporose, doenca de
Paget, mieloma multiplo, tumores metastaticos e displasia fibrosa. O mecanismo de agdo
¢ baseado na inibicdo da reabsorcdo Ossea por inibicdo da atividade e diferenciacdo
osteoclastica, aumento da apoptose dos osteoclastos, inibicdo da reabsorcdo Ossea, e
efeito inibitorio na atividade de proliferacao de células tumorais e angiogénese (Salazar
et al., 2018). O objetivo do tratamento consiste em controlar a infe¢do, minimizando a
progressdo da necrose Ossea, através de antibioterapia e colutdrios orais antissépticos.
Desta forma consegue-se promover a cicatrizagdo tecidular. O tratamento cirirgico ¢

controverso, pois trata-se de um método invasivo que provoca trauma no local
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intervencionado, podendo agravar o quadro clinico (Cano-Durén et al., 2017; Salazar et
al., 2018). No entanto, um novo método foi introduzido em 2006, o qual associa um
concentrado de leucocitos, conhecido como concentrado de fibrina rico em leucocitos e
plaquetas (L-PRF) a proteina morfogénica BMP-2 (Cano-Duran et al., 2017). O seguinte
caso clinico (Figura 42) representa o tratamento com membranas de L.PRF, de uma
osteonecrose provocada pela extracdo dentaria maxilar numa paciente diagnosticada com

carcinoma pulmonar e metastases dsseas.

Figura 42 - Tratamento da osteonecrose com membranas de L-PRF. a) — Aspeto intraoral da osteonecrose
maxilar; b) — Vista intraoral do sequestro maxilar; ¢) — Imagem intraoral da regido pé maxilar apos remogao;
d) — Preenchimento de defeito 6sseo com membranas de L-PRF; ¢) - Pds-operatorio de uma semana; f) Pos-
operatorio apds cinco meses. Imagens retiradas de (Quirynen & Pinto, 2022).
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3.1.11. L-PRF em endodontia — cirurgia apical
Procedimentos endoddnticos regenerativos (REPs) associados a cirurgia apical podem
representar uma estratégia alternativa de tratamento para pacientes que apresentem
formacdo radicular incompleta e lesdes apicais extensas. A fibrina rica em plaquetas e
leucocitos (L-PRF) apresenta beneficios potenciais em REPs, como a promog¢do da

apexificacdo e a cicatrizagdo 6ssea (N. Pinto et al., 2017).

Os coagulos de L-PRF apresentam propriedades que podem ser favoraveis para REPs,
nas quais se inclui a capacidade de constituir uma matriz tridimensional, fornecimento de
fatores de crescimento, fatores quimiotaticos e diferenciacao celular. O L-PRF ¢ capaz de
induzir diferentes tipos de células como osteoblastos, fibroblastos e células endoteliais.
(N. Pinto et al., 2017). O seguinte caso clinico demonstra a aplicagdo de membranas de

L-PRF na regeneragao de um defeito dsseo em cirurgia apical (Figura 43 e 44).

O0.63 mm

Figura 43 - Cirurgia apical com L-PRF. a) — Imagem radiografica pré-operatoria (CBCT) do dente 2.2,
note-se a extensdo da loca quiastica; b) — Vista intraoperatoria da lesdo apical do dente 2.2; ¢) — Imagem
intraoperatoria quiastica apds enucleagdo ¢ apicectomia; d) - Vista intraoperatoria da aplicagdo das
membranas de L-PRF na loca quistica. Imagens adaptadas de (N. Pinto et al., 2017).
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O.7 mm

Figura 44 - e) — Defeito 6sseo preenchido com membranas de L-PRF; f) — Encerramento do defeito dsseo
com membranas de L-PRF; g) — Reposicionamento do retalho vestibular; h) — Imagem radiografica (CBCT)
de controlo apds um ano. Imagens adaptadas de (N. Pinto et al., 2017).

3.2. Aplicacoes do L-PRF na medicina

3.2.1. Tratamento de ulceras de perna refratiria
O termo “Ulceras cutineas” refere-se a um grupo heterogéneo de feridas, incluindo tlcera
venosa da perna, ulcera do “pé diabético”, ulcera por pressdo, Ulceras arteriais e
neurotroficas (N. R. Pinto et al., 2018). A ulceracao cronica da regido inferior da perna
(incluindo o pé), ¢ uma doenga frequente, que causa dor e rejeicdo social, além de ter
custos consideraveis (Garcia & Orsini, 2020). A utilizagdo de fibrina rica em plaquetas e
leucdcitos no tratamento de ulceras cutaneas, constitui um método simples e econémico,
amplamente utilizado em alguns paises, mas desconhecido ou negligenciado na maioria
dos outros (N. R. Pinto et al., 2018). O L-PRF surgiu, portanto, como um biomaterial
cicatrizante, utilizado no recobrimento de feridas cutaneas, com resultados preliminares
que mostraram o seu efeito regenerador nas feridas ulceradas cronicas (Garcia & Orsini,
2020, N. R. Pinto et al., 2018). O caso clinico a baixo apresentado (Figura 45) mostra a
aplicacdo de membranas de L-PRF no tratamento de feridas cutdneas de maiores
dimensdes. A ferida cutanea deve ser lavada e desinfetada previamente a colocagdo das

membranas. Estas devem cobrir toda a area de extensdo da lesdo. E recomendado a
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repeticdo deste procedimento até ao encerramento completo da ferida (N. R. Pinto et al.,

2018).

- \L-PRF
ol

—

Figura 45 - Regeneracao de ulcera cronica da pele com L-PRF. A) — Membranas de L-PRF pelo protocolo
Intra-Spin; b) — Imagem de uma ferida cutanea da perna apos lavagem cutanea; c) — Colocagdo das
membranas de L-PRF cobrindo toda a area da ferida cutanea; d) — Isolamento da ferida operatoria e das
membranas com gaze vaselinada. Imagens retiradas de (N. R. Pinto et al., 2018).
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Conclusdo

1. CONCLUSAO

Ao longo dos anos, tem se estudado a utilizagdo dos concentrados plaquetérios na pratica
diaria em Medicina e na Medicina Dentaria. Os concentrados plaquetdrios tém
demonstrado uma grande importancia nas areas meédicas, contribuindo como fator
coadjuvante nos processos de regeneragao e cicatrizagao tecidular. J4 muito se conhece
sobre as propriedades da fibrina rica em plaquetas e leucécitos, a qual constitui um
concentrado plaquetario de segunda geragdo autodlogo, o que lhe confere propriedades
anti-inflamatdrias, antimicrobianas e regenerativas, devido a libertagao de fatores de
crescimento e citocinas derivadas dos leucocitos e plaquetas. O L-PRF apresenta-se sob
a forma de membranas, p/ugs, fibrinogénio e block o que lhe confere versatilidade. Apesar
de existirem outros protocolos de obtengdo de concentrados plaquetarios, o protocolo de
centrifugacdo Intra-Spin apresenta bons resultados clinicos. Verificou-se que as
membranas de L-PRF dele resultantes, apresentam melhores carateristicas como o peso,
a dimensdo, maior estabilidade tridimensional flexivel devido a matriz de fibrina
trimolecular, maior conteudo celular, refletindo-se numa maior libertacdo de fatores de
crescimento e citocinas, quando comparado com outras centrifugadoras de outros
protocolos. A utilizagdo do L-PRF tem como vantagens, a auséncia de manipulacdo
bioquimica, a facilidade de preparagdo, baixo custo, possibilidade de ser suturada,
capacidade regeneradora de tecidos e cicatrizagdo de feridas e capacidade de diminuir a
dor pos-operatoria, no entanto serdo necessarios mais estudos para comprovar esta
evidéncia. De acordo com os objetivos propostos, verificdmos que o L-PRF apresenta
aplicabilidade em diversas areas da Medicina Dentaria, sobretudo na cirurgia oral, na
periodontologia e na implantologia. Outras areas de aplicagdo do L-PRF como o controlo
da dor da articulagdo temporomandibular, os movimentos dentarios ortodonticos, a
medicina estética orofacial, constituem novos desafios da sua utilizagcdo. Na medicina o
L-PRF demonstrou alcancar elevado sucesso em tratamentos regenerativos de
queimaduras e pés diabéticos, evidenciando-se na rapidez da cicatrizagdo e redugao dos
custos para o paciente. Este protocolo apresenta enorme indicacdo para utilizagdo na
maioria dos procedimentos clinicos regenerativos em cirurgia oral ou maxilofacial, no
entanto a falta de preparacdo do médico dentista na realiza¢do das venopungdes, requer
planeamento antecipado com salvaguarda da presenca de técnico habilitado para esse
proposito, constituindo assim um obstaculo a sua utilizagdo. A formag¢ao complementar

nesta area, serd essencial para um maior desenvolvimento e divulgacao da técnica.
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Estou a realizar a minha dissertagio cuje o tema & “As aplicagbes do L-PRF em cirurgia oral”.
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(@) Dar sequimento. Concluida em 9 de setembro de 2022,
Respandeu a esta mensagem a 07/09/2022 17:13,

De: Dr. Nelson Pinto <cursosdrpinto@gmail.com:
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Para: Luis Garralda <|uisgarralda@intralock.es>

CC: cursosdrpinto <cursosdrpinto@gmail.com>
Asunto: Re: MENSAJE AUTORIZACION

Por medio de la presente , autorizo a Gongalo Martins a que incluya en su trabajo de fin de curso titulado “ As aplicagoes do L-PRF em cirugfa oral “ imagenes obtenidas del
libro “Leukocyte-and Platelet-Rich Fibrin in Oral Regenerative Procedures del que soy co-autor publicado por la Editorial Quintesence en el afio 2022
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Prof. Dr. Nelson R. Pinto
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Faculty of Dentistry, University of the Andes, Santiago, Chile.

Visiting Professor Department of Oral Health Sciences / Periodontology
University Hospitals, Catholic University Leuven, Belgium.

Chairman of Research Center for Regenerative Medicine and Tissue Engineering.
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Goncalo Martins
Boa noite Dr. Dioge. Obrigado pelas fotografias que mandou. Posso utilizar estas fotografias na dissertacio da minha tese "As aplicactes do L-PRF na cirurgia or

Diogo Teixeira de Castro
para mim

Bom dia Dr. Gongalo ,

Pode ufilizar as minhas fotos que lhe facultei
Cumprimentos

Diogo Castro

Enviado do meu iPhone
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