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Resumo

A regeneragdo alveolar ¢ um método amplamente utilizado na medicina dentaria para
aumentar a quantidade e a qualidade dssea em areas de defeitos alveolares. O enxerto
autdlogo tem sido considerado o padrao de ouro para estas situagdes, embora apresente
importantes limitagdes como maior morbidade, maior tempo cirdrgico, maior tempo de
recuperagdo, maior incidéncia de complicagdes, o custo associado a colheita e
preparacdo do material, e, em algumas situagdes, disponibilidade limitada.

Assim, a procura constante por um biomaterial confidvel que permita aumentar as
capacidades bioldgicas dos materiais de substituicdo 6ssea, levou ao aparecimento dos
derivados sanguineos, que funcionam como um conector bioldgico entre os diferentes
elementos do enxerto, estimulando a diferenciagdo das células-troncos e a migragao de
células osteoprogenitoras para o centro do enxerto.

Os concentrados sanguineos sdo produtos bioldgicos autodlogos, derivados de uma
amostra sanguinea do paciente, sdo constituidos principalmente por plaquetas, fibrina,
leucdcitos e fatores de crescimento. Estes apresentam elevadas concentragdes de fatores
de crescimento e citosinas que desempenham um papel vital na cicatrizacdo de varios
tecidos.

Tendo por base a presenca de leucocitos e a arquitetura das fibras, os concentrados
plaquetdrios sdo divididos em quatro grupos principais. Estas quatro familias de
derivados sanguineos tém assinaturas, mecanismos biologicos e aplicagdes clinicas
diferentes.

Os derivados sanguineos sdo preparados através de técnicas de centrifugagdo
gravitacional, sendo o grupo PRP obtido a partir de sangue com anticoagulante,
enquanto o grupo PRF ¢ obtido a partir de sangue sem anticoagulante. As preparagdes
dos concentrados diferem substancialmente na quantidade e dinamica da libertagdo dos
fatores de crescimento.

A presente revisdo bibliografica tem como objetivo descrever os diferentes protocolos
de obtencdo dos concentrados sanguineos, bem como apresentar a aplicacao clinica dos
PRGF, L-PRF e A-PRF na regeneracao tecidular.

Palavras-chave: concentrados plaquetarios; PRP; PRF; fatores de crescimento.






Abstract

Alveolar regeneration is a method used in dentistry to increase bone quantity and
quality in areas of alveolar defects. The autologous graft is considered the gold standard
for these situations, but it is subject to important limitations such as greater morbidity,
longer surgical time, longer recovery time, higher incidence of complications, cost
associated with the harvest and preparation of the material, and, in some situations ,
limited availability.

Thus, the constant search for a reliable biomaterial that can increase the biological
capacities of bone replacement materials has led to the appearance of blood derivatives
that function as a biological connector between the different elements of the graft,
stimulating stem cell differentiation and of osteoprogenitor cells migration towards the
center of the graft.

The blood Concentrates are autologous biological products, derived from a patient's
blood sample, consisting mainly of platelets, fibrin, leukocytes and growth factors.
Also, they hold high concentrations of growth factors and cytokines which play a vital
role in the healing of various tissues.

Based on the presence of leukocytes and fiber architecture, the platelet concentrates are
divided into four main groups. These four families of blood products are distinguish
regarding signature, biological mechanisms and clinical applications.

They are prepared using gravitational centrifugation techniques, the PRP being obtained
from anticoagulated blood while the PRF is obtained from non-anticoagulated blood.
Concentrate preparations differ substantially in the amount and dynamics of growth
factor release

The present study aims to describe the different protocols for obtaining blood
concentrates, as well as to present the clinical application of PRGF, L-PRF and A-PRF
in tissue regeneration.

Keywords: platelet concentrates; PRP; PRF; growth factors.
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Regeneracao alveolar utilizando centrifugados sanguineos

L. Introduciao

A regeneragao alveolar ¢ um método amplamente utilizado na medicina dentaria
para aumentar a quantidade e a qualidade dssea em areas de defeitos alveolares. A falta
de previsibilidade nos procedimentos regenerativos, com varios materiais de enxerto,
sugere que a melhoria nas propriedades osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras
desses materiais sdo altamente desejaveis (Baldwin et al., 2019; Sanchez, Sheridan &

Kupp, 2003).

Atualmente, o osso autdlogo ¢ considerado o “padrdo de ouro” nos
procedimentos de enxerto Ossea, pois contém os trés elementos necessarios para a
remodelagdo e reparcdo dssea: osteocondutividade, osteoindutividade e propriedades
osteogénicas. A osteocondutividade ¢ inerente a todos os tipos de enxertos Osseos e €
melhor descrita como um suporte para ligacdo e proliferacdo celular. A osteoindugdo
descreve a sinaliza¢@o necessaria para a diferenciacdo de células osteoprogenitoras em
osteoblastos e osteoclastos. A Osteogénese refere-se a formacdo e desenvolvimento
0sseo através da acao de células diferenciadas (Baldwin et al., 2019). Apesar do elevado
grau de eficicia associado ao uso do autoenxerto, esta abordagem estd sujeita a
importantes limitagdes: maior morbidade no local doador, maior tempo cirargico, maior
tempo de recuperagdo, maior incidéncia de complicacgdes, o custo adicional associado a
colheita e preparagdo do material, e, em algumas situacdes, disponibilidade limitada (de
Sousa, Lemos, Santiago-Junior, Faverani, & Pellizzer, 2018). Estas limitacdes levaram
ao desenvolvimento e aumento do uso clinico de aloenxertos, xenoenxertos e substitutos

0sseos de origem sintética.

Estes substitutos Osseos tornaram-se uma ferramenta poderosa na Medicina
Dentéria, sendo aplicados em praticamente todas as areas que procuram a exceléncia no
tratamento de reabilitacdo. Apesar de alguns destes materiais demonstrarem possuir
efeitos regenerativos, a falta inerente de fatores de crescimento nativos leva a auséncia

de propriedades osteoindutoras (Giannoudis & Pountos, 2005).

Deste modo, a procura constante por um biomaterial confidvel que consiga
aumentar as capacidades biologicas dos materiais de substituicdo Ossea, levou ao

surgimento dos derivados sanguineos que funcionam como um conector bioldgico entre
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Introducao

os diferentes elementos do enxerto estimulando a diferenciagdo das células-troncos ¢ a
migragdo de células osteoprogenitoras para o centro do enxerto (Simonpieri et al.,

2012).

O wuso dos derivados sanguineos, como tratamento terap€utico, tornou-se
relevante na medicina desportiva e na ortopedia em 1970, a partir dos trabalhos de
Matras que levaram a cria¢ao da cola de fibrina para melhorar a cicatrizagdo e controlar

a inflamagao (Dohan Ehrenfest et al., 2014).

Os Concentrados Sanguineos sdo, da mesma forma que o enxerto autdgeno,
produtos biologicos derivados do proprio paciente. Estes concentrados sdo obtidos
através de amostra sanguinea e constituidos principalmente por plaquetas, fibrina,
leucocitos e fatores de crescimento. Apresentam altas concentragdes de fatores de
crescimento e citosinas que desempenham um papel vital na cicatrizagdo de varios

tecidos (Dohan Ehrenfest et al., 2012).

Podem ser aplicados isoladamente, sobre o topo de um enxerto ou associados a
outros materiais para melhorar a regeneragdo de tecidos moles e duros em cirurgias

dento-alveolares e maxilo-faciais (Del Corso et al., 2012; Engler-Pinto et al., 2019).

Segundo Dohan Ehrenfest et al. (2009, 2014), com base na presenga de
leucocitos e arquitetura das fibras, os concentrados plaquetdrios sdo divididos em
quatro grupos principais: plasma rico em plaquetas puro sem leucocitos (P-PRP) e com
uma rede de fibras de baixa densidade apods a ativagdo; plasma rico em leucocitos e
plaquetas (L-PRP), com leucécitos e com uma rede de fibras de baixa densidade apds a
ativacgdo; fibrina rica em plaquetas pura (P-PRF) sem leucocitos e com uma rede de
fibrinas de alta densidade; e fibrina rica em leucocitos e plaquetas (L-PRF) com

leucécitos e uma rede de fibras de alta densidade.

Os derivados sanguineos sdo preparados através de técnicas de centrifugagdo
gravitacional, sendo o grupo PRP obtido a partir de sangue com anticoagulante,
enquanto o grupo PRF ¢ obtido a partir de sangue sem anticoagulante (Harrison et al.,

2018). As preparagdes dos concentrados diferem substancialmente na quantidade e na
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dinamica da libertacdo dos fatores de crescimento (Castillo, Pouliot, Kim & Dragoo,

2011; Dragoo et al., 2012; Mazzocca et al., 2012).

O objetivo da técnica de centrifugacdo € promover a separagdo dos componentes
sanguineos para descartar elementos considerados nao utilizaveis (principalmente os
gloébulos vermelhos, pesados e facilmente separados), reunir e concentrar os elementos
que podem ser utilizados em aplicagdes terapéuticas. Em suma, todos estes produtos,
independentemente da técnica utilizada, sdo extratos do tecido circulante do sangue. Sdo
os proprios tecidos, € ndo preparagdes farmacéuticas (Choukroun & Ghanaati, 2018;

Dohan Ehrenfest et al., 2014).

Esta revisao bibliografica tem como objetivo descrever os diferentes protocolos
de obtengdo dos concentrados sanguineos, bem como apresentar a aplicagao clinica dos

PRGF, L-PRF e A-PRF na regeneracao tecidular.
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11. Desenvolvimento

1. Fisiologia 6ssea

A perda dentaria induz uma série de alteragdes locais complexas e integradas
que afetam os tecidos moles e duros. Estas altera¢des locais surgem com o objetivo de
fechar a ferida do alvéolo e restaurar a homeostase do tecido (Araujo, Silva, Misawa &

Sukekava 2015).

Apos a extracdo de um unico dente, a crista alveolar podera apresentar uma
reducdo limitada na sua dimensao vertical e uma redugdo horizontal até¢ 50% da largura
da crista original. A quantidade de reabsor¢ao dssea serd maior na regido vestibular do
que na regido lingual ou palatina. A reabsor¢do Ossea na regido posterior ocorre de
forma mais severa por comparagdo com a regido anterior (Schropp, 2004). Apods
multiplas extracdes dentarias, a crista alveolar podera sofrer uma acentuada contragdo
nas diregdes vertical e horizontal. Varios anos apos as extragdes, os individuos poderao
sofrer uma grande variacdo na reducgdo da crista alveolar e alguns poderdo exibir uma
reabsorcdo total da crista alveolar (Bergman & Carlsson, 1985). O fim do processo de
cicatrizagdo ocorre quando a cavidade alveolar ¢ completamente preenchida por tecido
6sseo e totalmente recoberta por tecido epitelial. E de esperar uma ampla variagdo entre
os individuos em relagdo ao tempo necessario para a conclusdo da cicatrizagdo. A
cavidade alveolar pode ser restaurada entre 10 e 20 semanas e o preenchimento 6sseo
radiografico pode ser observado entre 3 e 6 meses ap0ds a extracdo. Enquanto a maioria
das alteragdes dimensionais, que compreendem a cicatrizagdo do alvéolo, ocorrem
durante os primeiros 3 meses, a remodelagdo do processo alveolar pode continuar por

até 1 ano apos a extracao (Trombelli et al., 2008).

O processo de cicatrizacdo da cavidade pode ser dividido em trés fases
sequenciais e frequentemente sobrepostas: fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de
remodelacdo. O codgulo sanguineo serve como uma matriz que permite 0 movimento e
a proliferacdo celular. As plaquetas sdo essenciais para a formagdo de coagulos

sanguineos (Ghiasi, Chen, Vaziri, Rodriguez & Nazarian, 2017).
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Desenvolvimento

A fase inflamatoéria inicia-se do primeiro ao sétimo dia apos a lesdo (Cho,
Gerstenfeld & Einhorn., 2002). Nesta fase, as plaquetas libertam diferentes fatores de
crescimento que atraem células inflamatdrias: neutr6filos, macréfagos e linfocitos para
o local lesionado. Estas células secretam citocinas pro-inflamatorias: fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL-1, IL-6, IL-18) que aumentam a angiogénese ¢
a cicatrizagao tecidual (Gerstenfeld, Cullinane, Barnes, Graves & Einhorn, 2003; Ghiasi
et al., 2017; Martino, Briquez, Maruyama & Hubbell, 2015). A angiogénese e o
redesenvolvimento da rede vascular fornecem células, nutrigdo, oxigénio, fatores de
crescimento e outros componentes necessarios para a cicatrizagdo. A angiogénese
precede a osteogénese e desempenha um papel vital na formagdo 6ssea (Ghiasi et al.,
2017). A angiogénese ¢ ainda um fator-chave para a remodelagdo 6ssea, fornecendo as
condi¢gdes apropriadas para as atividades osteoblasticas e osteoclasticas. As células
endoteliais desempenham um papel critico na migracdo e transformagdo celular,
secre¢do de fatores de crescimento, sinalizacdo celular e outros processos
bioldgicos(Carlier, Geris, Van Gastel, Carmeliet & Van Oosterwyck, 2015; Hankenson,
Gagne & Shaughnessy, 2015).

Na fase proliferativa ocorre a formagdo de tecido conjuntivo e a substituicao do
tecido de granulacdo por tecido dsseo imaturo (Marsell & Einhorn, 2011). Esta fase
pode ser dividida em duas partes: fibroplasia e formacao de tecido 6sseo imaturo. A
fibroplasia envolve a rapida deposi¢do de uma matriz provisoria que serd penetrada por
varios vasos e células formadoras de osso. Em seguida, projecdes de osso imaturo sdo
estabelecidas ao redor dos vasos sanguineos formando muitas vezes ostednios
primarios. No fim desta fase ocorre o recobrimento total da ferida alveolar pelo tecido

epitelial (Aragjo et al., 2015).

Na fase de reparagdo/remodelacdo, as células-tronco mesenquimais sao
recrutadas a partir dos tecidos moles ou vasos sanguineos adjacentes (Granero-Molto et
al., 2009). Diferentes fatores de crescimento, como proteinas morfogénicas Osseas
(BMPs) e TGF-B, desempenham um papel no recrutamento de células-tronco
mesenquimais. Estas melhoram a regeneracdo Ossea, pois induzem a diferenciagdo de

osteoblastos. A fase de remodelagdo ¢ caracterizada pela substituicio do osso imaturo
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pelo osso lamelar. Os fatores de crescimento também estdo envolvidos nesta fase (Kon

et al., 2001; Lee et al., 2000).

2. Plaquetas

As plaquetas sdo células sanguineas anucleadas, medindo de 2 a 4 um de
diametro, com multiplas fun¢des e uma vida 1til curta. Circulam no sangue entre 7 a 10
dias, apos o qual sdo eliminadas no bago e no figado (Quach et al., 2018). A produgao
das plaquetas ocorre principalmente na medula 6ssea e ¢ precedida pela diferenciagao
de células-tronco hematopoiéticas em megacariocitos poliploides (50 a 100 um de
diametro), que eliminam inumeras protrusdes citoplasmaticas de ramificacdo longas

chamadas pro plaquetas (van der Meijden & Heemskerk, 2019).

Segundo Gremmel et al. (2016), a contagem normal de plaquetas no sangue em

individuos saudaveis varia de 150.000 a 450.000 plaquetas / pl.

Apesar de ndo apresentarem nucleo, as plaquetas sdo constituidas por organelas,
incluindo mitocondrias, microtubulos, autofagossomos, endossomos, lisossomos

granulos alpha e granulos densos (van der Meijden & Heemskerk, 2019).

De acordo com Gremmel et al. (2016), a estrutura das plaquetas pode ser

dividida em quatro zonas:

o Zona periférica: ¢ formada pela membrana plasméatica (rica em
glicocalice), bicamada lipidica e filamentos de actina. O glicocalice ¢ essencial para a

adesdo, ativacgdo e agregacdo plaquetaria.

o Zona de gel: consiste em microfilamentos de actina, uma matriz na qual

todas as organelas plaquetérias estdo suspensas; e microtibulos.

o Zona organelar: contém as organelas secretoras: granulos a, granulos
densos e lisossomos.
o Zona do sistema de membrana: além da membrana plasmatica, contém o

aparelho de Golgi, o sistema canalicular, os tibulos densos e o reticulo endoplasmatico.
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2.1 Propriedades regenerativas das plaquetas

As plaquetas demonstram capacidade regenerativa pois sdo ricas em fatores de
crescimento. O papel funcional das plaquetas foi alargado nos ultimos anos, incluindo
processos como inflamacdo, imunidade inata, crescimento e desenvolvimento,
angiogénese, cicatrizacdo de feridas e metastase do cancro. A exocitose dos granulos
plaquetarios € central para a funcdo plaquetaria e participa de todo o conjunto da

atividade plaquetaria (Calcei & Rodeo, 2019).

As plaquetas contém pelo menos trés tipos principais de granulos: granulos a,
granulos densos e lisossomos, que carregam cargas distintas e variam em biogénese,

trafico e exocitose (Sharda & Flaumenhaft, 2018).

2.1.1 Granulos Alfa (o)

Os granulos a tém formato redondo ou oval, apresentam um didmetro de 200 a
500 nm e sdo as organelas plaquetarias mais abundantes, cada plaqueta possui entre 50 a

80 granulos a (Yadav & Storrie, 2017).

Os granulos o armazenam fatores de crescimento (GF), proteinas de adesdo,
coagulacdo e proteinas fibrinoliticas que sdo secretadas apos a ativagao. Estas moléculas
bioativas tém propriedades regenerativas 0sseas a medida que aumentam a osteogénese
e a angiogénese (Shakir et al., 2015). Os fatores de crescimento (GF) incluem fator de
crescimento transformador beta (TGF-f), fatores de crescimento de fibroblastos (FGF),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF), fatores de crescimento derivados de plaquetas AB (PDGF-AB, PDGF-
BB) (Calcei & Rodeo, 2019). Os fatores de crescimento desempenham um papel
fundamental na quimiotaxia, proliferacdo, diferenciacdo celular, formacdo de matriz
extracelular, osteogénese e prevencao de reabsorcdo oOssea (Ornitz & Marie, 2015;

Shakir et al., 2015; Wu et al., 2016).
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2.1.2 Granulos densos

Os granulos densos, conhecidos também como granulos 8, medem cerca de 150
nm de didmetro e sdo os segundos granulos plaquetarios mais abundantes, podendo ser

encontrados 3 a 8 granulos por plaquetas (Sharda & Flaumenhatft, 2018).

Estes granulos contém altas concentracoes de nucleotideos de adenina,
nomeadamente Difosfato de Adenosina (ADP) e Trifosfato de Adenosina (ATP), célcio,
magnésio e potassio. Além disso, polifosfatos e aminas bioativas, como serotonina e
histamina, estdo presentes nos granulos densos das plaquetas (Gremmel et al., 2016).
Cutarelli et al., (2016) relatam que o ATP pode afetar a mineralizacdo de maneira
bifasica; em baixas concentragdes, o ATP aumenta a deposi¢cdo mineral, enquanto que
em altas concentragdes reduz a deposi¢do mineral. Por outro lado, o polifosfato em
baixa concentra¢do (10 pM) inibe a mineralizagdo da matriz nos osteoblastos, enquanto
que em concentracdes mais altas (100 uM), aumenta a fun¢do e mineralizacdo dos

osteoblastos (Gremmel et al., 2016).

A serotonina ¢ a molécula de libertagdo mais rapida das plaquetas apos a
ativacdo, independentemente do tipo de material de ativacdo, atuando na reducdo da
densidade mineral 6ssea e inibindo a diferenciagdo e proliferacdo dos osteoblastos (Nam

et al., 2016).

2.1.3 Lisossomos

Os lisossomos sdo estruturas membranosas, esféricas e e ricas em enzimas
digestivas. Cada plaqueta contém no maximo 3 lisossomos. Os lisossomos das
plaquetas possuem enzimas que degradam proteinas, como catepsinas, elastase e
colagenase; enzimas de degradacdo de carboidratos, tais como glucosidase e
galactosidase; e a fosfatase 4cida como enzima de clivagem de éster de fosfato

(Gremmel et al., 2016).

22



Desenvolvimento
3. Fatores de Crescimento

A engenharia tecidular tem sido objeto de extensa pesquisa nos ultimos anos. A
capacidade do corpo humano de se regenerar da perda de tecido ¢ limitada, levando
frequentemente a incapacidade funcional. Com os avangos da engenharia tecidular, os
fatores de crescimento tornaram-se disponiveis como alternativa para os procedimentos
de regeneragdo. Este facto faz com que o uso dos fatores de crescimento autdlogos seja
um campo da saude em rapido crescimento, com foco na manipulagdo destes fatores e
proteinas secretoras para maximizar a cicatrizagdo de ossos e de tecidos moles

(Giannoudis & Pountos, 2005; Civinini, Macera, Nistri, Redl & Innocenti, 2011).

Os factores de crescimento sdo constituidos por um conjunto de proteinas
capazes de estimular o crescimento, migragdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Eles
podem ser usados isoladamente ou em adi¢ao a outros biomateriais como alternativa as
técnicas de reconstru¢do convencionais para defeitos maxilofaciais (Herford, Miller &

Signorino, 2017).

Como citado anteriormente, os fatores de crescimento (GF) incluem fator de
crescimento transformador beta (TGF-f), fatores de crescimento de fibroblastos (FGF),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF), fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) (Calcei & Rodeo,
2019).

3.1 Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) ¢ um polipeptideo de
duas cadeias secretado pelos granulos a das plaquetas, existindo em cinco isoformas de
polipetideos: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC e PDGF-DD. Entre estas
isoformas, PDGF-BB ¢ um ligante Unico que pode interagir com todos os trés
receptores de PDGF, a saber, PDGFR- aa , PDGFR- o ¢ PDGFR- . O PDGF-BB ¢
um potente mitdogeno e quimio atraente para muitos tipos de células e tem a capacidade
de promover a angiogénese. Assim, PDGF-BB ¢ considerado um fator regulador chave

no reparo e regeneracao de tecidos (Zhang et al., 2018).
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O PDGF, que esta contido em granulos a plaquetarios, s6 ¢ libertado apds a
ativacdo das plaquetas no processo de coagulacdo do sangue ou quando as plaquetas
aderem nos locais de les@o dos vasos sanguineos. O PDGF pode servir para promover a
cicatrizagdo de feridas, pois € o mitdgeno mais potente no soro para células de origem
mesenquimal. A sua capacidade de regeneragdo esta diretamente relacionada com sua
capacidade em aumentar o nimero de células-tronco da medula, no local da lesdo, ¢
consequentemente permitir a diferenciacdo destas células em osteoblastos (Shah,

Keppler & Rutkowski, 2014).

O PDGF demonstrou promover a angiogénese, além de aumentar a
neovascularizagdo da ferida e a formagao de tecido de granulagdo, elementos iniciais do
processo de cicatrizagdo. Este, recruta fibroblastos e cé¢lulas inflamatdrias para os locais
da lesdo, induzindo a deposicdo de coldgeno e a neoformagdo de vasos sanguineos

(Griffin et al., 2015).

Zhang et al. (2018), avaliaram a regeneragdo 6ssea usando um modelo de defeito
calvarial de tamanho critico em ratos. Este estudo demonstrou que o PDGF-BB aumenta
a diferenciacdo osteogénica enquanto inibe a diferenciacdo adipogénica das células
mesenquimais. Através de radiografias e analises histologicas concluiu-se que o PDGF-
BB melhorou a angiogénese ¢ a osteogénese mediadas por celulas mesenquimais
durante a regeneracdo Ossea. Esses resultados sugerem que o PDGF-BB facilita a
regeneragdo Ossea, aprimorando as habilidades osteogénicas e angiogénicas das células

mesenquimais.

O PDGF estimula a sintese de DNA e das proteinas Osseas atuando como
regulador sistémico ou local do crescimento esquelético. Como factor de crescimento
sistémico, pode ser libertado durante a agregacao plaquetdria e ter efeitos importantes
nos estagios iniciais da cicatrizagdo dos defeitos 6sseos. Como factor local, ele pode
interagir com outros hormonas e fatores de crescimento, fazendo com que as células
oOsseas respondam a outros fatores presentes no tecido esquelético. Para além dos seus
efeitos na formacdo ossea, o PDGF demonstrou estimular a reabsor¢ao ossea, tendo

assim, efeitos complexos na remodelacao 6ssea (Shah et al., 2014).
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O PDGF e o VEGEF estao intimamente relacionados, e o VEGF pode sinalizar
através de receptores de PDGF para regular a migragao e proliferagao de celulas tronco
mesenquimais. Na bioengenharia dssea, a administragdo de PDGF em arcabougos
desmineralizados de matriz 6ssea a base de colageno associado a heparina reticulada,
aumentou e prolongou sua atividade local, além de aumentar a celularizacdo e
vascularizagdo do arcabouco. Os papéis do PDGF na angiogénese, na migracao ¢ na
proliferagdo celular, bem como seu papel em conjunto com o VEGF, torna-o um

candidato atraente em engenharia de tecidos (Griffin et al., 2015).

3.2 Fator de Crescimento Transformador Beta

O termo fator de crescimento transformador beta (TGF-B) ¢ aplicado a
superfamilia de fatores de crescimento dos quais a familia de proteinas morfogenéticas
osseas ¢ um membro (BMPs). Estas proteinas sdo sintetizadas e encontradas em
plaquetas e macrofagos, bem como, em alguns outros tipos de células. Quando ocorre
uma lesdo, elas sdo libertadas por degranulagdo de plaquetas ou ativamente secretadas

por macrofagos (Herford et al., 2017).

Nos seres humanos, trés subtipos de TGF- estao presentes: TGF-f1, TGF-B2 e
TGF-B3. Os TGF-B1 e TGF-B2 parecem ser os mais importantes em relacao a reparacao
do tecido conjuntivo e a regeneracdo Ossea. O TGF-B pode inibir a formagdo de
osteoclastos e, portanto, favorecer a formacao dssea sobre a reabsor¢cdo. O TGF-f ¢ um
potente estimulador da formacdo Ossea, promovendo a diferenciacdo osteobléstica e a
sintese da matriz ostedide (Civinini et al., 2011; Morikawa, Derynck & Miyazono,

2016).

A sinalizacdo do fator de crescimento transformador (TGF-B) ndo ¢ apenas
importante no desenvolvimento do sistema esquelético, mas também € essencial na
remodelagdo 6ssea no osso adulto. O processo de remodelacao dssea envolve atividades
celulares integradas, induzidas por multiplos estimulos, para equilibrar a reabsor¢ao

Ossea e a formagdo d6ssea. O TGF-B desempenha um papel na remodelagdo Ossea,
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coordenando as atividades celulares para manter a homeostase 6ssea (Iwasaki, Yamato

& Fukagawa, 2018).

As funcdes mais importantes sdo quimiotaxia e mitogénese de precursores de
osteoblastos, embora ainda tenha como funcao biologica a angiogénese, a estimulagao
do crescimento celular, a diferenciacdo celular, a sintese de matriz extra celular e
imunossupressdo (Devescovi, Leonardi, Ciapette & Cenni, 2008; Herford et al., 2017;

Iwasaki et al., 2018).

3.3 Fator de Crescimento Endotelial Vascular

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) tem origem nas células
musculares lisas, plaquetas e osteoblastos. Este, pertence a uma familia de proteinas
homodiméricas que consistem em pelo menos 5 membros: VEGF-A ou VEGF, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E. O VEGF, como a forma mais abundante, desempenha
papéis importantes na proliferacdo, migracdo e ativagdo das células endoteliais, bem
como na promocao da permeabilidade e fenestragdo dos vasos sanguineos (Hu & Olsen,

2016).

O VEGF ¢ uma proteina de sinalizagdo que promove a migracdo e mitose de
células endoteliais, angiogénese e fenestracdo de vasos sanguineos, tem efeito
quimiotatico para macrofagos e granulocitos, promove a diferenciagdo de condrocitos e
osteoblastos e promove uma vasodilatagdo através da libertagdo de oOxido nitroso

(Civinini et al., 2011; Griffin et al., 2015).

O VEGF parece também controlar a sobrevivéncia e a diferenciagdo de
condrocitos e osteoblastos, além de recrutar osteoclastos. Quando utilizado em conjunto
com outros fatores de crescimento parece ter um melhor desempenho. Por exemplo, o
VEGF combinado com BMP-7 demonstrou resultar numa osteogénese precoce € numa
formagdo 6ssea com densidade mais alta do que o uso isolado de BMP-7 (Griffin et al.,

2015).
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Ren et al. (2018), investigaram os efeitos do VEGF isoladamente ¢ em
associacdo com BMP-2. Os autores observaram que a aplicagdo do VEGF isoladamente
ndo foi suficiente para estimular a formagdo d6ssea. No entanto, o efeito do VEGF
aplicado simultaneamente com BMP-2 e incorporado numa base de microcapsula de
polilactideo-poli(etileno glicol)-polilactideo, melhorou a formagao dssea, tanto ao nivel

da densidade, como ao nivel do volume.

3.4 Fator de Crescimento de Fibroblastos

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF) ¢ secretado pelas células
endoteliais, fibroblastos, mastocitos e condrocitos. A familia dos fatores de crescimento
FGF ¢ composta por 23 membros, onde se destacam o FGF - 1 que ¢é responsavel pela
maturacdo dos condrdcitos e o FGF-2 que ¢é responsavel pela proliferacdo e
diferenciagdo do osteoblasto, inibicdo da apoptose do osteoblasto imaturo, indu¢ao da
apoptose do ostedcito maduro e reabsor¢do 6ssea (Civinini et al., 2011; Devescovi et al.,

2008; Majidinia, Sadeghpour & Yousefi, 2018).

A via de sinalizagdo do FGF atua na regulagdo da proliferacdo e diferenciagao
dos osteoblastos e fibroblastos, na osteogénese, bem como em iniimeros outros
processos celulares importantes, incluindo angiogénese e cicatrizagdo das feridas

(Majidinia et al., 2018).

3.5 Fator de crescimento semelhante a insulina

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF- 1) ¢ um polipeptideo
produzido pelos hepatdcitos, células endoteliais, osteoblastos e condrocitos. Sdo
promotores de crescimento que estimulam a proliferagdo e a diferenciacdo dos
osteoblastos e a formacdo de matriz 6ssea (Civinini et al., 2011; Oryan, Alidadi &

Moshiri., 2016).

Num estudo preconizado por Oryan et al. (2016), exploraram os efeitos da

combinagcdo do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e fator de
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crescimento derivado de plaquetas (PDGF) na formacao 6ssea ao redor de implantes
dentarios. Os autores concluiram que ao aplicar o IGF-1 ou o PDGF-BB de forma
isolada, ambos tém o efeito de acelerar a cicatrizagdo das feridas a curto prazo;
enquanto que em combinagdo, ocorreu o aparecimento de tecido de granulagdo,

deposicao de calcio e formagao de tecido Osseo.

3.6 Proteinas Osseas Morfogenéticas

As proteinas Osseas morfogenéticas (BMPs) fazem parte da superfamilia do
TGF-B que ¢ composta por mais de 20 proteinas e consistem em proteinas produzidas
pelos osteoblastos, condrdcitos e células osteoprogenitoras. Apenas seis das BMPs
identificadas (BMP-2, 4, 6, 7, 9, 14), demonstraram propriedades osteogénicas
significativas, sendo que somente as BMP-2 ¢ BMP-7 estimulam o processo de

neovascularizagdo (Jacobs, 2017).

As BMPs sdo responsaveis por promover a quimiotaxia, angiogénese,
proliferacdo e diferenciagdo de células mesenquimais e osteoprogenitoras através da
ligacdo a receptores especificos das células-tronco mesenquimais, osteoblastos e
condrécitos. Estas tém sido utilizadas como opgdo terapéutica para estimular a
regeneracdo Ossea em cirurgias de aumento do rebordo alveolar e elevacao do seio

maxilar (Herford et al., 2017).

Embora as BMPs apresentem propriedades osteoindutoras e osteogénicas
comprovadas, o seu uso clinico ¢ limitado quando comparado a outros fatores de
crescimento. Este facto ocorre porque as BMPs tém custo elevado e exibem varios
efeitos adversos associadas ao seu uso, incluindo formagao ossea heterotopica excessiva
(especialmente dada a tendéncia de o liquido penetrar no tecido mole circundante), o
potencial remoto para carcinogénese, insuficiéncia renal, insuficiéncia hepdatica e
necessidade de altas concentragdes de forma a transpor a baixa disponibilidade e perda

de bioatividade (Calcei & Rodeo, 2019).
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Tabela 1. Principais fatores de crescimento que atuam na regeneragdo Ossea (Adaptado de

Devescovi et al., 2008).

Fatores de
Crescimento

BMP

FGF

IGF

PDGF

TGF-B

VEGF

Origem Celular

Célula
osteoprogenitora,
osteoblastos,
condrocitos,
(BMP2).

Fibroblastos, células
endoteliais,
condrocitos,
mastocitos

Osteoblastos,
condrocitos,
hepatdcitos, celula
endoteliais.

Plaquetas,
osteoblastos, celula
endotelial, mondcito,
macrofago

Plaquetas,
osteoblastos, BMSC,
fibroblastos, celulas
endoteliais,
macréfagos,
condrdcitos.

Osteoblastos,
plaquetas

Efeito Biologico

Condro-osteogénese,
Osteoindugao,
(BMP2).

Angiogénese, proliferagao
dos fibroblastos e celulas
musculares lisa dos vasos

Regulagio efeitos da

hormona do crescimento.

Proliferagdo de celulas do

tecido conjuntivo,

quimiotaxia e angiogénese
de monocitos, macrofagos
e celulas do musculo liso

Imunosupressao,

angiogénese, estimulacao
do crescimento celular,
diferencia¢do e sintese de

matriz extracelular.

Angiogénese

4. Concentrados Plaquetarios

Os concentrados plaquetérios

sao extratos

A¢20 no Osso

Migragao de osteoprogenitores,
quimiotaxia, inducao de
proliferagdo, diferenciagdo e sintese
de matriz.

Maturag@o do condroécito (FGV-1),
Proliferagdo e diferenciagdo do
osteoblasto, inibigdo da apoptose do
osteoblasto imaturo, indugdo da
apoptose do osteocito maduro,
reabsor¢do ossea (FGF-2).

Proliferagao osteoblastica e sintese
da matriz dsea, reabsor¢ao Ossea.

Migragao, proliferacdo e
diferenciagdo de células

osteoprogenitora

Proliferagao de celulas
mesenquimais indiferenciadas,
recrutamento de osteoblasto
prescursor, diferenciagao de
condroécitos e osteoblastos,
producdo de  matriz  Ossea,
recrutamento de osteoclasto
precursor.

Conversdao de cartilagem em o0sso,
diferenciagdo e proliferacdo de
osteoblastos

sanguineos obtidos apds o

processamento de uma amostra de sangue do paciente e através da centrifugagdo. O
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objetivo do processamento ¢ separar os componentes sanguineos para descartar
elementos considerados ndo utilizdveis, principalmente os globulos vermelhos, e reunir
e concentrar os elementos que podem ser utilizados em aplicagdes terap€uticas como:
plaquetas, fatores de crescimento, fibrina, leucocitos e outras formas de células
circulantes no plasma (Agrawal, 2017; Dohan Ehrenfest et al., 2014). Os concentrados
sanguineos podem ser preparados por centrifugagdo ou plasmaferese. O uso da
plasmaferese, realizado em banco de sangue, esta limitado devido aos riscos para a

saude do paciente e custos elevados (Demiralp, 2003).

Os parametros para a classificacdo dos concentrados plaquetarios devem ser

baseados em trés fatores (Dohan Ehrenfest et al., 2009):

o Kits de preparacdo e centrifugas usadas - o tamanho da centrifuga, a
duracdo do procedimento, o custo dos kits e dos dispositivos sdo fatores significativos
ao considerar o uso repetitivo dessas técnicas em pratica cirargica diaria. A ergonomia
do kit e a complexidade do procedimento também sdo parametros fundamentais, pois

procedimentos complexos dificultam a execugdo e a reprodutividade.

. Contetdo do concentrado: volume final do concentrado utilizdvel
depende da colheita inicial de sangue e pode definir as possiveis aplicagdes clinicas da

preparacao.

. Rede de fibrina: suporta as plaquetas e os leucocitos durante a sua
aplicagdo, a densidade da rede de fibras ¢ determinada principalmente pela

concentragdo do fibrinogénio durante a preparagao.

Segundo Dohan Ehrenfest et al., (2009), com base na presenga de leucocitos e

arquitetura das fibras (Figura 4), os concentrados plaquetarios sao divididos em:

o P-PRP - Plasma rico em plaquetas puro, sem leucdcitos e com uma rede

de fibras de baixa densidade apods a ativagao;

o L-PRP - Plasma rico em plaquetas e leucdcitos, com leucdcitos e com

uma rede de fibras de baixa densidade apds a ativagao;
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o P-PRF - Fibrina rica em plaquetas pura, sem leucocitos e com uma rede

de fibrinas de alta densidade;

. L-PRF - Fibrina rica em plaquetas e leucdcitos, com leucdcitos e uma

rede de fibras de alta densidade.

4.1 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
4.1.1 Plasma rico em fatores de crescimento (PRGF)

Um dos primeiros protocolos de concentrados sanguineos, que recebeu o nome
de plasma rico em fatores de crescimento (PRGF), foi descrito por Anitua em 1999 e foi
patenteado pelo Instituto de BioTecnologia da Espanha. Comercializado com o nome
Endoret®, esta tecnologia permite a formulagdo de um plasma rico em plaquetes, tanto
na forma liquida quanto na forma de codgulo (Dohan Ehrenfest et al., 2009). O PRGF ¢
considerado um concentrado plaquetdrio de primeira geracdo, pois utiliza um
anticoagulante e um ativador da coagulag¢do. O anticoagulante ¢ o citrato de sdédio, que
ira impedir a alteragdo dos receptores de membrana das plaquetas, e o ativador ¢ o
cloreto de célcio, que promovera a degranulagdo plaquetdria e a polimerizagdo da
fibrina, formando um gel plaquetario responsavel pela libertagdo de fatores de

crescimento (Fioravanti et al., 2015; Giannini et al., 2015; Masuki et al., 2016).

Segundo Anitua et al. (2019), esta tecnologia permite acelerar o processo de
cicatrizacdo devido a grande concentragdo de plaquetas que funcionam como um

reservatorio e veiculo de libertacdo de proteinas e fatores de crescimento.

Neste protocolo, o sangue venoso ¢ recolhido em tubos estéreis de 9ml cada,
contendo 0,4 ml de citrato de sodio a 3,8% (anticoagulante). Apds a recolha, os tubos
sdo centrifugados suavemente (8min a 460g) para obter as trés camadas tipicas:
globulos vermelhos, camada leuco-plaquetéria ou “buffy coat” (BC) e plasma acelular.
O plasma acelular contém as camadas, empiricamente, definidas como plasma pobre em
fatores de crescimento (PPGF) e plasma rico em fatores de crescimento (PRGF) (Figura

1). Um mililitro da camada de PPGF ¢ descartada e o PRGF, logo acima do BC, ¢
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recolhido por pipetagem cuidadosa. O PRGF de todas as amostras ¢ recolhido num
unico tubo, onde se adiciona o cloreto de célcio para induzir a polimerizagdo da fibrina.
Apo6s 15 a 20 minutos, ¢ formado um gel de PRGF que deverd ser imediatamente

utilizado (Figura 2) (Anitua et al., 2012; Dohan Ehrenfest et al., 2009).

PPGF
{1 mL)

PRGF
{1 mL)y |

Step 1. Centrifugation ‘

Figura 1. Protocolo de Anitua, PRGF" (Adaptado de Dohan Ehrenfest et al., 2009).

Figura 2. Versatilidade da tecnologia PRGF: (A) o sobrenadante de PRGF; (B) o PRGF liquido
usado para bioativar superficies de implantes dentarios; (C) o PRGF tipo coagulo composto por

componentes celulares e fibrilares e (D) a fibra elastica, densa e hemostatica ( Adaptado de

Anitua, Sanchez Orive & Andia, 2007).
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4.1.2 Plasma rico em plaquetas puro (P-PRP)

Segundo Kobayashi et al. (2016), o plasma rico em plaquetas (PRP) ¢ uma
concentracdo autodloga de fatores derivados do sangue total do paciente centrifugado
para atingir concentragdes 2 a 3 vezes acima do sangue periférico. Na década de 1970,
foi introduzida como cola de fibrina e adquiriu popularidade nos campos médico e
dentario para a regeneracgdo de tecidos duros e moles. A sua vantagem ¢ a capacidade de
libertar uma grande quantidade de proteinas e fatores de crescimento logo apos a

ativacao.

Para ser considerado um PRP, o plasma sanguineo deve conter mais de
1.000.000 unidades de plaquetas por microlitro de sangue. Concentrag¢des inferiores a
esta ndo conferem ao plasma sanguineo a capacidade de acelerar o processo de

cicatrizagdo (Fadadu, Mazzola, Hunter & Davis, 2019).

Existem numerosos protocolos na literatura atual que descrevem as condigdes
ideais para centrifugagcdo e processamento do PRP. Apesar dessas variacdes, todos os
protocolos seguem uma sequéncia genérica que consiste na coleta de sangue em tubos
contendo anticoagulantes, uma centrifugacdo inicial para separar as hemacias,
centrifugagdes subsequentes para concentrar plaquetas e outros componentes € uma
ativacdo da amostra adicionando um agonista de plaquetas (Mihaylova et al., 2017;

Oryan et al., 2016).

Antes da intervencdo cirurgica, ¢ recolhida cerca de 20-80 ml de sangue do
paciente em tubos contendo o anticoagulante. Os tubos sdao submetidos a primeira etapa
de centrifugacdo, com rotagdo suave, fazendo com que o sangue total se separe em trés
fragdes: plasma pobre em plaquetas (camada mais superficial), camada leucoplaquetaria
ou “buffy coat” (camada intermediaria) e a Gltima fracdo contendo glébulos vermelhos.
Na etapa seguinte, a camada pobre em plaquetas e a parte superior da camada
leucoplaquetaria sdo transferidas para outro tubo e expostas a uma segunda
centrifugacdo com alta rotacdo. Em seguida, a maior parte da camada de plasma pobre

em plaquetas (PPP) ¢ removida e a concentracdo de granulos de plaquetas no fundo do
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tubo ¢ ressuspensa num pequeno volume de plasma para produzir P-PRP (Figura 3)

(Dhurat & Sukesh, 2014; Fadadu et al., 2019; Oryan et al., 2016).

Se adicionarmos ativadores ao PRP, como trombina ou cloreto de calcio,
ocorrera a degranulacao plaquetaria e a polimerizagdo da fibrina, formando um gel
plaquetario e a libertacao de fatores de crescimento (Blair & Flaumenhaft 2009). A
libertagdo dos fatores de crescimento inicia-se dentro dos 10 minutos iniciais e atinge
95% da sua capacidade na primeira hora apos a ativagdo do PRP, indicando que o PRP
ativado deve ser utilizado nos primeiros minutos apos sua ativacao (Somani, Zaidi &

Jaidka, 2011).

4.1.3 Plasma rico em plaquetas e leucdcitos (L-PRP)

O L-PRP tém um processamento muito semelhante ao P-PRP, apresentando
como caracteristica principal a presenga de plaquetas, leucocitos e uma rede de fibras de
baixa densidade. Os leucocitos tém uma forte influéncia na libertagdo de FCs,
particularmente TGF-B1 e os neutréfilos, que sdo leucécitos granulociticos, t€ém um

papel crucial na defesa do organismo contra infec¢des (Dohan Ehrenfest et al., 2009).

Existem inimeros protocolos que tentam incluir uma maior quantidade de
leucocitos no PRP. Estes protocolos também aplicam duas etapas de centrifugagao,
sendo que na primeira etapa sdo separados os componentes sanguineos em trés fracdes:
plasma pobre em plaquetas, camada leucoplaquetaria ou “buffy coat” e a ultima camada
contendo globulos vermelhos. Em seguida, a camada pobre em plaquetas, a camada
leucoplaquetaria (BC) e parte superficial da camada de globulos vermelhos sdo
transferidas para outro tubo e centrifugados em alta velocidade para separar a amostra
novamente nos seus componentes. A por¢ao mais acima, PPP, ¢ descartada e o L-PRP
consiste na concentracdo de plaquetas, leucocitos e algumas hemadcias suspensas numa
pequena fracdo do plasma. Apos o processamento, o L-PRP pode ser aplicado na forma
liquida ou na forma de coagulo (Figura 3)(Dohan Ehrenfest et al., 2009). Para promover
a degranulacdo plaquetdria e a polimerizagao da fibrina, formando um gel plaquetario e

a libertagdo de fatores de crescimento deve-se adicionar trombina ou cloreto de calcio.

34



Desenvolvimento

Apo0s o processamento, o L-PRP pode ser aplicado na forma liquida ou como coagulo

(Blair & Flaumenhaft, 2009).

i T
[ R
R
[ -y
S
PFFP PFPP
idiscarded) (discarded)
- — —_ ——
PPP
P-PRP = some PPP
+ buffy coat fraction \ /

L-PRP = some PPP
+ buffy coat
+ residual RBC

Step 2B. Option L-PRP
Hardsgin long centrifugation

Step 2A. Option P-PRP
Hardspin long centrifugation

Step 1. Softspin short centrifugation l

Figura 3. Protocolo manual classico de dois passos do PRP. (Adaptado de Adaptado de Dohan
Ehrenfest et al., 2009.

4.2 Fibrina Rica em Plaquetas (PRF)
4.2.1 Fibrina rica em plaquetas pura (P-PRF)

Nesta categoria, existe apenas um método disponivel. O Fibrinet Kit PRFM da
Cascade® Medical (Nova Jersey, EUA). A empresa alega que o sistema produz um
concentrado de plaquetas "natural" devido a auséncia de trombina bovina. No entanto,
tém sido levantadas duvidas, porque o sangue ¢ misturado com anticoagulante e um gel
de separacdo, levando ao que poderia ser considerada uma condi¢do antinatural. A
principal diferenca € que apenas quantidades muito baixas de leucdcitos sdo recolhidos
devido ao gel separador especifico usado neste método. No entanto, a eficiéncia da

recolha de plaquetas ¢ alta e a preservagao das plaquetas durante o procedimento parece
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aceitavel, mas ainda nao existem estudos que demonstrem a real eficiéncia do Fibrinet

Kit PRFM (Madi, Samuel & Kedr, 2017).

O sangue ¢ recolhido em tubos especificos contendo citrato trissoédico e um gel
separador tixotropico, sendo depois centrifugado a 1.100 rpm por 6 minutos. Isso separa
o sangue em trés camadas: globulos vermelhos, camada leucoplaquetaria e plasma
pobre em plaquetas. As camadas leucoplaquetaria e plasma pobre em plaquetas sdo
coletadas e ativadas com cloreto de célcio. O processo de coagulagdo ¢ desencadeado
pela presenga do cloreto de célcio e o tubo ¢ imediatamente centrifugado a 4.500 rpm
por 15min. Em seguida, o codgulo da matriz rica em fibras plaquetarias (PRFM) pode
ser coletado e aplicado no local cirurgico (Dohan Ehrenfest et al., 2009; Uthappa,

Jagadish, Amit & Sreelakshmi, 2017).

4.2.2 Fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF)

A fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) ¢ considerada a segunda
geracdo de concentrados plaquetarios, confeccionada com sangue autélogo sem a adigdo
de anticoagulantes, ativadores ou quaisquer agentes gelificantes. E um biomaterial
tridimensional obtido por centrifugacdo simples a partir de amostra de sangue total do
paciente, formando um gel de fibrina que ¢ polimerizado lentamente e fortemente
(Figura 4). E abundante em fatores de crescimento, plaquetas, leucdcitos (quase metade

da colheita inicial de sangue) e linfocitos (Zumarén et al., 2018).

A membrana de L-PRF ¢ estavel, resistente, adesiva e de facil manipulacdo.
Pode ser cortada ou adaptada a diferentes defeitos ou condi¢des anatomicas, pode ser
aplicada isoladamente ou em associacdo com outros biomateriais. Além da facilidade
clinica de uso e manuseio, apresenta uma composi¢do bioquimica que fornece
caracteristicas ~ hemostaticas, = angiogénicas,  osteogénicas,  anti-inflamatorias,

antimicrobianas, inibidoras de dor e curativas (Castro et al., 2019).

O protocolo L-PRF desenvolvido por Choukroun e colaboradores na Franga ¢
uma biotecnologia relativamente nova para estimular e acelerar a cicatrizagdo e

regeneragdo de tecidos, sedo considerado a segunda geragdo de concentrados
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plaquetarios (Daugela, Grimuta, Sakavicius, Jonaitis & Juodzbalys, 2018; Castro et al.,

2019).

Esta técnica tem uma execucao relativamente simples, de facil reprodutividade
e com custo reduzido. O protocolo consiste na remog¢ao de 10 ml de sangue do paciente
por pungdo venosa e recolhida em tubos revestidos por vidro. Nao sdo utilizados
anticoagulantes ou qualquer tipo de aditivo. O sangue ¢ imediatamente centrifugado por
12 minutos a 2400 rpm. Como ndo existe a presenga de anticoagulantes, a ativagdo
plaquetaria e a polimerizacdo da fibrina sdo desencadeadas imediatamente. Apds a
centrifugacdo, sdo obtidas trés camadas: uma camada inferior de hemacias, uma camada
superior de plasma pobre em plaquetas ¢ uma camada intermediaria de fibrina
coagulada (L-PRF). No L-PRF, uma rede densa de fibrina com plaquetas e leucocitos
enredados possui propriedades mecanicas unicas que permitem seu uso como arcabougo
para outros tipos de células. O L-PRF pode ser usado na forma de codgulo ou
pressionado entre duas compressas para formar uma membrana bastante resistente
(Madurantakam, Yoganarasimha & Hasan, 2015; Pinto et al., 2016; Zumaran et al.,
2018; Dohan Ehrenfest et al., 2018; Chou, Chang & Wang, 2020). As membranas

devem ser usadas em até 2 horas, desde que permanecam hidratadas (Pinto et al., 2016).
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Figura 4. Imagem ilustrando a arquitetura celular e arquitetura da matriz das quatro categorias
dos concentrados plaquetarios. Dois parametros sdo importantes: presenca de leucdcitos
(circulos azuis) e densidade da fibrina (fibras amarelas e marrom claro). Agregados de plaquetas
(formas verde clara) estdo sempre assentados na rede de fibrinas. No P-PRP e L-PRP as fibras
de fibras sdo imaturas e consistem principalmente de fibras com didmetro reduzido (setas
vermelhas) devido a polimerizagdo simples da fibra. Essa rede de fibrina suporta a aplicagdo de
plaquetas durante a cirurgia, mas se dissolve rapidamente como uma cola de fibrina. Nas
preparagdes de P-PRF e L-PRF, as fibras de fibrina sdo grossas (setas pretas) devido ao conjunto
de multiplas fibras e constituem uma matriz resistente que pode ser considerada como um

biomaterial de fibrina (Adaptado de Dohan Ehrenfest et al., 2009).

4.2.3 Fibrina rica em plaquetas avancada (A-PRF)

O processo de centrifugacdo do PRF ¢ baseado na aplicagdo de altas forgas
centrifugas (RCF). Andlises histoldgicas do coagulo de PRF demonstraram que as
plaquetas e células inflamatodrias no esqueleto de fibrina acumulam-se principalmente
na por¢ao proximal do codgulo de PRF (Ghanaati et al.,, 2014). O ajuste do RCF

influéncia na distribuicdo celular dentro da matriz podendo aumentar a capacidade
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regenerativa das matrizes baseadas em PRF. Deste modo, o ajuste fino do processo de
centrifugacdo em termos de redugdo da RCF e de um ligeiro aumento do tempo de
centrifugacdo resultou numa PRF avangada, com nimeros de leucdcitos aprimorados,
especialmente granulocitos neutrofilicos. Além disso, as plaquetas e leucocitos no A-
PRF foram distribuidos uniformemente por todo o codgulo em comparacao ao PRF (

Choukroun & Ghanaati, 2018).

O processamento deste concentrado plaquetario ¢ realizado através da
diminui¢do das rotagcdes por minuto (rpm) e aumento do tempo de centrifugagao. Como
resultado vamos obter uma fibrina rica em plaquetas avancada (A-PRF), com boas
caracteristicas mecanicas, tendo a capacidade de reter linfocitos B e T e fazer uma
distribuicdo mais uniforme das plaquetas, neutréfilos e monocitos (Dohan Ehrenfest et
al.,, 2014). Além disso a membrana A-PRF apresenta a capacidade de fazer uma

libertagao lenta e continua de fatores de crescimento (Fujioka-Kobayashi et al., 2017).

O protocolo de processamento do A-PRF ¢ bastante simples e realizado através
da recolha de 10 ml de sangue do paciente. A amostra sanguinea ¢ colocada em tubos
revestidos por vidro, sem adi¢do de anticoagulantes. O sangue ¢ imediatamente
centrifugado por 8 minutos a uma velocidade de 1300 rpm. Como ndo existe a presenga
de anticoagulantes, a ativacdo plaquetaria e a polimerizagdo da fibrina sdo
desencadeadas imediatamente. Apos a centrifugagdo, sdo obtidas trés camadas: uma
camada inferior de hemécias, uma camada superior de plasma pobre em plaquetas e
uma camada intermediéria de fibrina coagulada (A-PRF). Este codgulo de A-PRF pode
ser pressionado entre duas compressas para formar uma membrana de espessura
constante (; Chenchev, Ivanova, Neychev & Cholakova, 2017; Fujioka-Kobayashi et al.,
2017; Clark et al., 2018; Lorenz, Al-Maawi, Sader & Ghanaati, 2018; Ansarizadeh,
Mashayekhan & Saadatmand, 2019). As membranas devem ser usadas até 2 horas,

desde que permanecam hidratadas (Pinto et al., 2016).

De acordo com Dohan Ehrenfest et al. (2018), quando realizaram uma
observacdo macroscopica, as membranas de A-PRF produzidas com 10 ml de sangue
foram muito menores que os codgulos e membranas de L-PRF produzidas com 9 ml de
sangue. Sistematicamente o L-PRF era pelo menos 30% maior que os coagulos e

membranas do A-PRF (Figura 5).
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Figura 5. Comparacédo entre estrutura da membrana de fibrina no L-PRF e no A-PRF (Adaptado
de ( Dohan Ehrenfest et al., 2018).

4.2.4 Fibrina rica em plaquetas injetavel (I-PRF)

Com base nos resultados obtidos na reducao da RCF, foi levantada a questdo de
saber em que medida esta redugdo sistemdatica poderia influénciar no aumento de
plaquetas e leucdcitos, bem como nos fatores de crescimento dos concentrados
sanguineos obtidos. Assim, ocorreu o desenvolvimento de uma férmula injetavel de
PRF, denominada de I-PRF, com o objetivo de fornecer aos clinicos um concentrado de
plaquetas de facil manipulagao, com formulagao liquida e que pode ser utilizada isolada

ou combinada com varios biomateriais (Choukroun & Ghanaati, 2018).

O aproveitamento das velocidades de centrifugagdo mais lentas e mais curtas,
uma maior presenca de células regenerativas, com maiores concentragdes de fatores de
crescimento podem ser observadas quando comparadas a outras formulagdes de PRF

utilizando velocidades de centrifugagao mais altas (Miron et al., 2017).

O protocolo de preparacao do I-PRF consiste na recolha de 10 ml de sangue total
do paciente, sem adi¢do de anticoagulante, que deve ser centrifugado a 700 rpm por 3
minutos. Apos a centrifugacao recolhe-se 1 ml do I-PRF da camada superior que pode
ser injetada ou misturada a outro biomaterial (Miron et al., 2017; Wang, Zhang,

Choukroun, Ghanaati & Miron, 2018).
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Vaquette & Ivanovski., 2019).

5. Libertaciao dos Fatores de Crescimento

5.1 PDGF-AA, PDGF-AB e PDGF-BB

A andlise da libertagcdo do fator de crescimento de PDGF-AA, demonstrou que,

apos 15 minutos, niveis significativamente mais altos de PDGF-AA foram libertados

pelo PRP quando comparados ao PRF ou A-PRF. Entretanto, foram observados niveis

mais baixos aos 60 minutos, demonstrando que o PRP liberta rapidamente PDGF-AA

entre 0 e 15 minutos e, posteriormente, significativa diminui¢do da libertagdo ¢

observada comparativamente até 10 dias. Nao houve diferencas significativas entre os
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A-PRF e PRF variando de 15 minutos a 1 dia; a partir do 3° ao 10° dia A-PRF mostrou
maior libertagdo do fator de crescimento de PDGF-AA quando comparado ao PRP ou
PRF. Tendéncias semelhantes também foram observadas para o PDGF-AB e PDGF-
BB. No entanto, o contetido total de proteinas para o fator de crescimento PDGF-BB foi
significativamente maior nas amostras de PRPs quando comparado ao PRF ¢ ao APRF

em todos os momentos (Figuras 7, 8 ¢ 9) (Kobayashi et al., 2016).
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Figura 7. PDGF-AA (pg/ml) libertado num periodo de 10 dias (Adaptado de Kobayashi et al.,
2016).
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Figura 8. PDGF-BB (pg/ml) libertado num periodo de 10 dias (Adaptado de Kobayashi et al.,
2016).
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Figura 9. PDGF-AB (pg/ml) libertado num periodo de 10 dias (Adaptado de Kobayashi et al.,
2016).

Miron et al. (2017), compararam a libertacio de PDGF-AA, PDGF-AB e PDGF-
BB entre PRP ¢ I-PRF. Foi possivel observar que, a partir dos 15 minutos até 8 horas,
houve uma libertacao precoce desses fatores de crescimento do PRP quando comparado
ao I-PRF. Posteriormente, a libertagdo total dos fatores de crescimento foi quantificada
at¢ um periodo de 10 dias. Verificaram que PDGF-AA, PDGF-AB demonstraram
fatores de crescimento total mais altos liberados do I-PRF quando comparados ao PRP.
No entanto, a libertagdo total do fator de crescimento de PDGF-BB foi

significativamente maior no PRP quando comparado ao I-PRF.

Dohan Ehrenfest et al. (2018), compararam a libertacdio de fatores de
crescimentos de uma membrana de A-PRF e L-PRF em sete tempos diferentes: 20
minutos, 1 hora, 4 horas, 1 dia, 3 dias, 5 dias e 7 dias. Quantidades significativas de
PDGF-AB foram encontradas em todos os tempos da pesquisa, mesmo 7 dias apds a
producdo na membrana L-PRF e até 3 dias na membrana A-PRF. Importa ressaltar que
a membrana L-PRF permaneceu em boas condi¢des até o ultimo tempo experimental (7
dias), enquanto a membrana A-PRF se dissolveu completamente no terceiro dia. Por

este motivo, o ultimo valor de A-PRF foi medido no terceiro dia experimental.
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5.2 TGF-B1 e VEGF

Mais uma vez, foi observado que o PRP demonstrou niveis significativamente
mais altos de libertacdo de TGF-f1 e VEGF nos momentos iniciais, 15 minutos até 8
horas, quando comparado ao PRF ¢ ao A-PRF. Posteriormente, os niveis no PRP cairam
para niveis mais baixos quando comparados a PRF ou A-PRF. O A-PRF, demonstrou
niveis significativamente mais altos em 1, 3 e 5 dias para as concentragdes de TGFBI e
VEGF. O actimulo de proteina foi significativamente mais elevado nos primeiros
instantes do PRP e caiu significativamente para niveis mais baixos ao fim de 10 dias
quando comparado ao PRF e ao A-PRF. A libertagdo total de proteina foi
significativamente mais alta para o A-PRF aos 3 dias e 10 dias para TGFBl1 e 1,3 ¢ 10
dias para VEGF quando comparada com PRP e PRF (Figuras 10 e 11) (Kobayashi et
al., 2016).
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Figura 10. TGF-B1 (pg/ml) libertado num periodo de 10 dias (Adaptado de Kobayashi et al.,
2016).
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Figura 11. VEGF (pg/ml) libertado num periodo de 10 dias (Adaptado de Kobayashi et al.,
2016).

Segundo Miron et al. (2017), a partir de 15 minutos até 8 horas, o PRP
demonstrou niveis mais elevados de libertacdo de TGF-f1 e VEGF quando comparado
ao [-PRF. Porém, a libertacdo total de VEGF e TGF-B1 foi significativamente superior
no PRP quando comparado ao I-PRF.

Dohan Ehrenfest et al. (2018), na mesma experiéncia relatam que observaram
quantidades significativas de TGFB-1 e VEGF em cada periodo experimental, mesmo 7
dias apds a produg¢do com a membrana L-PRF original e até 3 dias com a membrana A-
PRF. Estas quantidades de moléculas apresentaram uma cinética especifica de
libertacao lenta. As liberagdes de TGFB-1 e VEGF mostraram perfis gerais semelhantes,
caracterizados por um rapido aumento na libertacdo durante as primeiras 24 horas. Para
o L-PRF original, foi observada uma libertacdo significativa, porém mais lenta, até ao
dia 5 (120 horas); durante os tltimos 2 dias do experimento, as membranas continuaram
a libertar quantidades significativas destas moléculas, mas muito lentamente. Para o A-
PRF, a libertagdo também diminuiu apds o primeiro dia, mas a libertagdo parou
rapidamente apds a dissolu¢do completa da membrana de A-PRF. A libertagdo lenta de
TGFB-1, PDGF-AB e VEGF a partir de uma membrana de L-PRF sempre foi
significativamente muito mais forte em todos os tempos experimentais do que a

libertacdo de uma membrana de A-PRF (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparagdo entre a quantidade total de FC libertada no final do tempo experimental
(ap6s 168 horas) e a quantidade extraida inicial de cada molécula, testada numa membrana L-PRF e numa

membrana A-PRF. (Adaptado de Dohan Ehrenfest et al., 2018).

Molécula testada TGF-B1 VEGF PDGF-AA BMP-2
(ng) (pg) (ng) (pg)
Total FC liberados depois L-PRF 315.5 6602 67.1 580
7 dias A-PRF 92.1 2445 20.9 NA
Total liberado no L-PRF 44.4 994 44.4 79
tempo zero A-PRF 18.6 514 15 NA
Proporcdo entre libertagdo L-PRF 7.1 6.64 1.51 7.34
inicial e final A-PRF 4.95 4.76 1.39 NA
5.3 EGF e IGF

Foram observadas tendéncias diferentes para a libertagcdo de EGF e IGF. Foi
encontrada uma libertagdo de proteina significativamente mais elevada no A-PRF para
EGF aos 60 minutos, 8 horas, 1 dia e 3 dias. Comparativamente em quase todos os
tempos, 15 minutos, 60 minutos, 8 horas e 1 dia, observaram-se niveis
significativamente mais baixos de IGF no PRP. A maior concentracio total de EGF foi
encontrada no A-PRF e a mais baixa foi encontrada no PRP, enquanto que a maior
concentracao total de IGF foi encontrada no PRF e a mais baixa foi encontrada no PRP

(Figura 12) (Kobayashi et al., 2016).

A libertacdo dos fatores de crescimento total EGF e IGF, num periodo de 10
dias, demonstraram niveis significativamente mais altos para o I-PRF quando

comparados com o PRP (Figura 13) (Miron et al., 2017).
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Figura 12. EGF (pg/ml) libertado num periodo de 10 dias (Adaptado de Kobayashi et al.,
2016).
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Figura 13. IGF (pg/ml) libertado num periodo de 10 dias (Adaptado de Kobayashi et al.,
2016).

6. Aplicacdes Clinicas do PRGF, L-PRF e A-PRF
6.1 PRGF
O PRGF® (Endoret"), pode ser considerado um P-PRP por ndo apresentar
leucocitos na sua composicdo, tem vindo a ser utilizado ao longo dos anos em Medicina

Dentéria para promover a regeneragdo dos tecidos alveolares. Diferencia-se dos

representantes do PRP por apresentar um protocolo simplificado com apenas um
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processo de centrifugacio. Com o protocolo Endoret® (BTI, Vitoria, Spain) podemos
obter duas formulagdes diferentes, uma na forma liquida e outra na forma de coagulo
(Anitua et al., 2012; Fioravanti et al., 2015). Outra vantagem do PRGF® em relacio aos
demais PRP ¢ o facto de ndo se utilizar trombina bovina no seu processamento, o que

impede as reagdes de corpo estranho (Giannini et al., 2015; Masuki et al., 2016).

A literatura ¢ repleta de estudos sobre os beneficios do PRGF a nivel da
regeneragdo alveolar pds-extragdo, onde este concentrado plaquetario pode ser aplicado
na forma de um codgulo, para o total preenchimento do alvélo dentario (Haraji,
Lassemi, Motamedi, Alavi & Adibnejad, 2012; Mozzati, Gallesio, di Romana,
Bergamasco & Pol, 2014; Cocero et al., 2015). Para além deste codgulo, pode optar-se
pela producdo de uma membrana de fibrina de PRGF com o intuito de cobrir o coagulo

antes da realizag¢do da sutura gengival (Mozzati et al., 2014).

Anitua et al. (2015), realizaram ensaio clinico onde 60 pacientes, com indicagao
de extragdes simples, foram randomizados para receber plasma rico em fatores de
crescimento (PRGF) ou codgulo sanguineo. Os resultados mostraram que no grupo que
recebeu PRGFR® ocorreu uma melhor cicatrizagdo ao longo de todo o periodo
observado, com formag¢ao de um epitélio queratinizado significativamente mais espesso
e 0 osso recém-formado com volume basal significativamente maior. Concluiram ainda
que, o PRGF® pode ser uma ferramenta util para melhorar a cicatrizagdo das cavidades
de extragdo, minimizando as complicagdes pds-operatorias e estimulando a regeneragao

dos tecidos duros e moles.

Mozzati et al. (2014), concluiram que a aplicagdo do PRGF apods a extragao
melhorou o processo de cicatrizagdo em pacientes diabéticos, acelerando o
encerramento do alvéolo (epitelizacdo) e a maturacdo dos tecidos, comprovando a
associagdo entre o uso do PRGF e a melhoria da cicatrizacdo de feridas em pacientes

diabéticos.

Anitua et al. (2015), afirmam que clinicamente € possivel observar uma
cicatrizacdo mais rapida da ferida operatoria, pois o PRGF® tem a capacidade de

acelerar o processo de regeneracado tecidular.
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O PRGF® pode ser misturado com outro biomaterial, tornando a sua
manipulacdo mais facil e melhorando as propriedades osteocondutoras do enxerto. Este
também pode ser utilizado na expansdo e split de crista nas atrofias maxilares e na
elevacdo dos seios maxilares, aumentando a formacgdo oOssea e promovendo a

vascularizagdo do tecido (Anitua et al., 2012; Solakoglu et al., 2019).

Dragonas et al. (2019), efetuaram uma revisao sistematica para avaliar os efeitos
do PRGF na nova formagao dssea, na cicatrizagao de tecidos moles, na dor e no edema
pOs-operatorio, em locais submetidos a procedimentos de preservagao, aumento alveolar
e aumento dos seios maxilares. Concluiram que existem evidéncias limitadas sobre os
efeitos do PRGF em diferentes procedimentos de enxerto dsseo intraoral, mas existem
beneficios relatados na cicatrizagdo de tecidos moles e na sintomatologia pos-

operatoria.

Os resultados do PRGF para ativacdo da superficie de implantes sdo bastante
controversos, mas segundo Simonpieri et al. (2012), a osseointegracao ¢ dependente de
parametros fisico-quimicos e de mecanismos bioldgicos entre a superficie Ossea e a
textura do implante. Durante a colocagao do implante, a superficie do implante ¢
coberta de sangue e a coagulagdo na superficie cria imediatamente uma camada espessa
de fibrina e plaquetas. O sangue continua a ser a primeira matriz durante a
osseointegracdo, mas apenas uma pequena camada de sangue € necessaria para cumprir
esta funcao bioldgica inicial. A adigdo artificial de mais alguns fatores de crescimento
de um PRP na superficie ndo deve modificar significativamente a arquitetura da camada
inicial de sangue nas fases iniciais da cicatrizacdo, nem influenciar as interagdes fisico-
quimicas entre o implante e o tecido 6sseo. Portanto, as suspensdes de PRP sdo menos
biologicamente ativas do que o sangramento natural para o revestimento sanguineo de

uma superficie de implante.

6.2 L-PRF

O L-PRF ¢ preparado através de um protocolo simplificado, sem a necessidade

de manuseio bioquimico do sangue, podendo ser aplicado como um coagulo ou como
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uma membrana sobre o local da lesao (Khorshidi, Raoofi, Bagheri, & Banihashemi,
2016). Este coagulo consegue preservar a sua composi¢ao numa quantidade de células
muito préoximas das do sangue inicialmente recolhido, como plaquetas ativadas,

anticorpos e leucdécitos (Fioravanti et al., 2015).

As células que estdo ativas no L-PRF agem sinergicamente para dar seguimento
no processo de cicatriza¢do. Os leucdcitos irdo produzir grandes quantidades de VEGF
que estimula a angiogénese e, que serdo responsaveis pela regulagdo imunologica. As
plaquetas irdo libertar os fatores de crescimento, a fibrina ird absorver esses fatores
libertando-os lenta e continuamente. O gel do L-PRF continuara a libertar fatores de
crescimento, proteinas da coagulacdo e fatores de crescimento por mais de 7 dias

(Dohan Ehrenfest et al., 2012).

A aplicacdo clinica do L-PRF abrange um grande numero de procedimentos
cirargicos, dentre os quais podemos citar: manipulacdo de tecidos moles, elevagdao de
seio maxilar, estabilizagdo e protecdo de biomateriais (em bloco ou particulados),
tratamento da perfuracdo da membrana de Schneider, coberturas das recessoes
gengivais, regeneragdo de defeitos Osseos, preservacdo de alvéolos pds- extragdes,
tratamentos associados a implantes dentérios e cirurgias endodonticas (Del Corso et al.,

2012; Pinto et al., 2016; Simonpieri et al., 2012).

O sucesso da técnica estd diretamente relacionado com o tempo entre a recolha
sanguinea e sua transferéncia para a centrifugadora, pois o sangue inicia o seu processo
de coagulacdo assim que entra em contato com as paredes de vidro do tubo (Naik,

Karunakar, Jayadev & Marshal, 2013; Pinto et al., 2016).

Dragonas et al. (2019), concluiram que o uso do L-PRF em cavidades apds
extracoes foi associado a um modesto efeito benéfico, diminuindo a remodelacdo da
crista alveolar e a dor pds-operatoria quando comparada a cicatrizagdo natural. Em
oposi¢ao, o uso de L-PRF em procedimentos de aumento do seio maxilar ndo foi
associado a resultados mais favoraveis. As evidéncias limitadas sobre os efeitos do L-
PRF nos procedimentos de enxerto dsseo intraoral realcam a necessidade de mais
pesquisas para avaliar completamente as suas indica¢des clinicas, com énfase na

aplicacdo de protocolos padronizados para a preparagdo deste produto autdlogo.
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Castro et al. (2017) analisaram, através de uma revisao sistematica, o efeito da
fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) nos procedimentos de regeneraciao dssea
e na osseointegracdo. Na pesquisa, foram criados trés subgrupos: eleva¢ao do assoalho
sinusal, preservagao da crista alveolar e terapia com implantes. Na elevacao do assoalho
sinusal, para uma janela lateral e também para a técnica trans-alveolar, foi relatada uma
cicatrizacdo 6ssea histologicamente mais rapida quando o L-PRF foi adicionado aos
xenoenxertos. Segundo o estudo, a aplicagdo isolada do L-PRF melhorou a preservagao
da largura alveolar, resultando em menor reabsor¢ao 6ssea bucal em comparagdo a cura
natural. Na terapia do implante, observaram melhor estabilidade do implante ao longo

do tempo e menor perda 6ssea marginal quando o L-PRF foi aplicado.

Castro et al. (2017) analisaram o potencial regenerativo L-PRF durante a
cirurgia periodontal. Na pesquisa foram criados trés subgrupos: defeitos intra-6sseos,
defeitos de furca e cirurgia plastica periodontal. Para os defeitos intra-0sseos, foram
encontradas redugdes significativas de profundidade de bolsa, ganho no nivel de
inser¢do clinica e preenchimento 6sseo ao comparar o L-PRF com o debridamento do
retalho aberto. Para defeitos de furca, houve reducdo significativa da profundidade de
bolsa, ganho de nivel de inser¢ao e preenchimento 6sseo foram relatados ao comparar o
L-PRF com o debridamento do retalho aberto. Ja na cirurgia plastica periodonal, quando
o L-PRF foi comparado a um enxerto de tecido conjuntivo, resultados semelhantes
foram registados para redugdo de profundidade de bolsa, ganho de nivel de inser¢do e
largura do tecido queratinizado. Os autores concluiram que o L-PRF melhora a

cicatrizagdo de lesdes periodontais.

Os “plugues” e as membranas de L-PRF podem ser usados para preencher as
cavidades pos-extracdo, mesmo quando associados a destruigdes cisticas graves apos a
remo¢ao do cisto e permitir uma rapida regeneracdo Ossea e gengival. Também pode ser
misturada com um substituto 6sseo e usada como cobertura protetora sobre a area
enxertada e pode ser empregue para o encerramento da ferida gengival quando ¢
impossivel ou dificil de coadaptar os bordos da ferida com as suturas (Choukroun et al.,
2006; Magremanne, Baeyens, Awada & Vervaet, 2009). Com o uso das membranas do
L-PRF pretende-se estimular a cicatrizagdo gengival, e também proteger o enxerto

0sseo do ambiente oral e manté-lo dentro do sitio dsseo, como uma barreira bioldgica.
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Finalmente, a técnica L-PRF pode ser considerada uma opg¢do eficiente para a
preservagdo das cristas alveolares, e de preenchimento sistematico das cavidades dsseas,
podendo se tornar num procedimento padrdo para uma cirurgia oral de alta qualidade,
em muitas situacdes (Figura 14). No entanto, mesmo para a técnica L-PRF
relativamente facil de usar e de baixo custo, a escolha de usar sistematicamente a L-
PRF em todas as avulsdes permanece altamente dependente da forma de trabalhar e da

filosofia do Médico Dentista (Del Corso et al., 2012).

Figura 14. Regeneragio alveolar com L-PRF. A - 1°¢ 2° molares apresentam lesdo quistica com
destruicdo do tecido de suporte. B - Os molares foram extraidos e o quisto foi removido
cuidadosamente, as demais paredes 0sseas eram muito finas e os defeitos dsseos eram profundos
e extensos, apresentando risco significativo de cicatrizagdo Ossea incompleta e invaginagdo
fibrosa. C - As cavidades do cisto e as cavidades alveolares foram preenchidas com 4
membranas de L-PRF para regeneragdo Ossea e protegidas com 2 membranas de L-PRF para
inducdo da cicatrizagdo e remodelacdo de tecidos moles. D - Suturas foram realizadas para evitar
a exposi¢do da membrana e a contaminagdo da grande camara regenerativa (Adaptado de Del

Corso et al., 2012).

O uso de membranas de L-PRF durante o tratamento de defeitos intra-6sseos
periodontais foi chamado NTR (Regeneragdao Tecidular Natural) e representou uma
técnica alternativa a GTR (Regeneragdo Tecidular Guiada). O conceito de NTR ¢

promover a regeneragdo dos varios tecidos periodontais necessarios para uma funcao
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dentaria normal (osso, ligamento periodontal, fixacdo gengival) com membranas de L-
PRF como material de enchimento e membrana de protecdo, na maioria das vezes em
associagdo com um biomaterial 6sseo como mantenedor de espaco. O NTR ¢
frequentemente combinado com uma solucao de metronidazol embebendo o material de
enchimento, a fim de proteger o compartimento de cicatrizagdo Ossea das
contaminagdes bacterianas inevitaveis (Figura 15) (Choukroun et al., 2008). Contudo, a
diferenga entre GTR e NTR nd3o ¢é apenas a substituicdo das varias membranas
heter6logas usadas na GTR, por um novo tipo de membrana autéloga natural, ¢ também
uma verdadeira evolucao do conceito. De facto, as membranas de L-PRF sao coagulos
sanguineos otimizados e, portanto, as suas interacdes com os tecidos ndo seguem
estritamente os principios fundamentais da GTR. As membranas GTR téem que
estabilizar o codgulo sanguineo e criar uma barreira a prova de células contra a
invagina¢do de tecidos moles. A membrana NBR ¢ o proprio codgulo sanguineo (rico
em células) e ¢ apenas uma barreira competitiva bioativa. Enquanto que, outras
membranas sdo consideradas corpos estranhos pelos tecidos hospedeiros ¢ interferem no
processo natural de cicatrizagdo dos tecidos, uma membrana L-PRF ¢ tao natural quanto

o tecido hospedeiro, ¢ um codgulo sanguineo preparado de forma otimizada e que pode

ser facilmente manipulado por um cirurgido (Del Corso et al., 2012).
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Figura 15. Regeneragdo Natural Tecidular (NTR). A - Profundidade de sondagem de 16 mm. B
- RX periapical comprovando extensdo da lesdo. C e D - Defeito limpo e preenchido com L-PRF
e xenoenxerto na propor¢do de volumétrica 50/50, em associagdo com metronidazol a 0,5%
solu¢@o. E - Uma membrana de L-PRF foi adaptada para cobrir o defeito 6sseo preenchido e
ajustar-se ao espago interdental estreito. Outra membrana foi colocada ao redor do dente para
aumentar a cicatrizagdo gengival e a remodelagdo na area mesial do retalho. F - Suturas
profundas foram realizadas para estabilizar firmemente o retalho. G. — A primeira radiografia
pos-cirargica confirmou o preenchimento completo do defeito intra-6sseo (Adaptado de Del

Corso et al., 2012).

Outro conceito de engenharia de tecidos utilizada com o L-PRF ¢é a Regeneragao
Ossea Natural (NBR). O conceito geral de NBR consiste na regeneragio simultdnea de
um volume 6sseo e do tecido gengival em regides atroficas ou em torno de implantes
dentarios (Figura 16). O L-PRF pode ser usado como material de enchimento dentro da
camara regenerativa, na maioria das vezes associado a um biomaterial usado como
mantenedor de espaco e também como membrana de protecdo acima do compartimento
regenerativo 6sseo. Durante as suturas, os retalhos sdo puxados acima do enxerto 6sseo;
se suturas ndo forem possiveis, ndo serd um problema se houver camadas suficientes de

L-PRF para cobrir o volume enxertado, uma vez que a cobertura de L-PRF pode
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proteger o local cirargico do ambiente bucal e promover a rapida proliferagao e

migracdo celular, reepitelizagdo e fechamento da ferida (Simonpieri et al., 2012).

Figura 16. Regeneragdo Ossea Natural (NBR). A - Defeito 6sseo peri-implantar. B — L-PRF
misturado com enxerto 6sseo. C — Aplicagdo do material de enxerto sobre o defeito dsseo. D-
Adaptacdo da membrana L-PRF. E — Sutura. F - Trés meses ap0s a cirurgia. G ¢ H — Colocagéo de
parafusos transgengivais. I — Seis meses depois, confec¢do da protese (Adaptado de Simonpieri et

al., 2012).

6.3 A-PRF

A fibrina avancada rica em plaquetas (A-PRF) ¢ um produto sanguineo autogeno
com aplicagdes em cirurgia dento-alveolar. Pode ser utilizada nas 4reas de
periodontologia, endodontia, implantodontia e cirurgia oral. No entanto, hd informagdes

minimas sobre sua aplicagdo ou eficacia clinica ideal (Clark et al., 2018).

Soto-Pefialoza et al. (2020) realizaram um estudo para investigar a dor e
qualidade de vida em 50 individuos que foram submetidos a cirurgia endodontica para

tratamento de 50 lesdes apicais na regido anterior da maxila. Um ensaio clinico
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randomizado de dois bragos paralelos foi realizado com o objetivo de comparar a
cirurgia endodontica com e sem a aplicagio da A-PRF como tratamento
adjuvante. Como resultados, observaram que a percepcdo da dor foi leve nos dois
grupos; mostrou-se menos varidvel durante os primeiros 4 dias no grupo teste,
mostrando menores valores de dor extrema. O grupo de controlo reportou fungdes
significativamente piores do sono e da fala, sendo o sangramento ¢ o mau halito os

sintomas mais relatados.

Num estudo de Sousa et al. (2020), os autores avaliaram o efeito curativo das A-
PRF em feridas palatinas, resultantes da colheita de enxerto gengival livre, na taxa de
reepitelizag@o e na experiéncia de dor ap6s cirurgia. Concluiram que, o uso de curativos
de A-PRF pode ser um método simples e eficaz de acelerar o processo de cicatrizagdo e

reduzir o desconforto pds-operatério associado a colheita de enxerto gengival livre.

Os concentrados plaquetérios t€ém sido muito estudados e utilizados na area da
periodontologia regenerativa. Sameera et al. (2018), realizaram estudo para comparar a
técnica de incisdo vestibular semilunar com a técnica de bolsa e tunel em combinagdo
com A-PRF e L-PRF para o tratamento das recessdes gengivais multiplas de Classe | e
II de Miller. Os autores verificaram ainda, que todos os locais foram curados sem
intercorréncias e sem complicagdes poOs-operatorias. Ocorreu uma reducdo na
profundidade da recessdo, na largura da recessdo e nos niveis de perda de insercao
clinica no inicio do estudo, 3 meses e 6 meses apds a cirurgia. Este estudo, concluiu
que a técnica de incisdo vestibular semilunar apresenta melhores resultados do que a
técnica de bolsa e tinel para o tratamento de multiplas recessdes gengivais com

membranas A-PRF e L-PRF.

Clark et al. (2018), efetuaram um estudo para verificar se existiam beneficios na
utilizagdo de membranas de A-PPR na preservacdo alveolar. Quarenta pacientes com
indicacdo para extracdo de dentes unirradiculares e substituicdo por implantes dentarios
foram randomizados em uma das quatro abordagens: A-PRF, A-PRF + FDBA, FDBA
ou coagulo sanguineo. As extragcdes foram realizadas, segundo os autores, de forma
atraumatica, preservando tecido dsseo. Apos uma média de 15 semanas de cicatrizagdo,
as amostras do nucleo 6sseo foram colhidas no momento da colocagdo do implante e

enviadas para andlise histomorfométrica. As dimensdes do alvéolo foram medidas
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imediatamente apos a extracdo e antes da colocacdo do implante. Observou-se perda
significativamente maior da altura da crista no grupo codgulo sanguineo em
comparag¢do aos grupos A-PRF e A-PRF + FDBA, ossos significativamente mais vitais
estavam presentes no grupo A-PRF em comparagdo com o grupo FDBA, nao houve
diferencas significativas na redugdo da largura da crista entre os grupos ¢ a densidade
mineral 6ssea foi significativamente maior no grupo FDBA em comparagcdo com o

coagulo sanguineo .

Diferentes técnicas de aumento sdo usadas em cirurgia oral para recuperar
estruturas Osseas perdidas. Chenchev et al. (2017), propuseram avaliar a possibilidade
de regeneracdo Ossea, utilizando uma combinacdo de xenoenxerto e concentrados
plaquetarios. Um homem de 18 anos de idade, sofreu um trauma que ocasionou avulsdo
do incisivo superior direito (11) e fratura parcial da crista alveolar. O tratamento foi
realizado através da associacdo de enxerto Osseo particulado, I-PRF e A-PRF. Os
resultados clinicos foram revisados 4 meses apds o procedimento e um implante
dentario foi colocado. Os autores concluiram que a associagdo entre enxerto dsseo, I-
PRF e A-PRF, ¢ benéfico para regeneracdo alveolar, concordando com Simonpieri et al.
(2012) que afirmam que a combinacdo destes materiais funciona como um "conector
biologico" entre os diferentes elementos do enxerto e atua como uma matriz de suporte
para a neoangiogénese, para a captura de células-tronco e a para migragdo de cé€lulas

osteoprogenitoras para o centro do enxerto.

A transferéncia 6ssea autodloga ¢ considerada o padrdo ouro para o aumento do
rebordo alveolar antes da instalagdo dos implantes, especialmente em defeitos dsseos
graves. Apesar de apresentar algumas vantagens, o enxerto autdlogo apresenta varias
desvantagens, como necessidade de um sitio doador, aumento da morbidade e dor.
Lorenz et al. (2018), relataram, pela primeira vez, uma combinacdo de A-PRF + dsseo
xenogeno e o [-PRF liquido, juntamente com uma malha de titanio planejada em 3D
individualizada. O objetivo foi regenerar um defeito 6sseo grave ocasionado por um
tumor na mandibula. O enxerto dsseo enriquecido com componentes regenerativos da
PRF permitiu a reconstrugdo do defeito ressectivo mandibular sob a malha 3-D sem
transplante dsseo autdlogo. A Reabilitagdo completa e a restauragdo da fungdo oral do

paciente foram alcangadas. A analise histologica das bidpsias Osseas extraidas
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confirmou que o novo osso dentro da regido aumentada teve origem no 0sso
residual. Dentro das limitagdes do caso apresentado, o conceito aplicado parece ser uma
abordagem promissora para aumentar a capacidade regenerativa de um material
substituto 0sseo, bem como diminuir a necessidade por transplante 6sseo autdlogo,
mesmo nos casos em que o 0sso autdlogo ¢ considerado o padrao ouro. Lorenz et al.
(2018) concluiram que a associagdo de A-PRF + enxerto 6sseo + I-PRF pode ser
considerado uma fonte confidvel para aumentar as capacidades bioldgicas dos materiais

de substituicao Ossea.
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JIIR Conclusao

A procura incessante pela melhoria dos processos naturais de cicatrizagdo e
regeneragdo corroborou para o surgimento dos concentrados sanguineos atualmente

utilizados nas mais diversas areas da Medicina Dentaria.

Podemos concluir que, por serem produtos bioldgicos autdlogos, constituidos
por concentragdes suprafisiologicas de plaquetas e fatores de crescimento (GFs), os
concentrados sanguineos podem estimular o crescimento, a migracdo, a proliferacdo e a
diferenciagdo celular, sendo capazes de acelerar o processo de cicatrizagdo. Uma das
suas grandes vantagens ¢ ser autdlogo, ndo havendo possibilidade de induzir reagdes

imunoldgicas.

Contudo, existem inumeras varidveis que podem interferir na qualidade e nas
caracteristicas histologicas destes concentrados, sendo elas: a recolha do sangue, o
tempo da recolha até a centrifugacdo, o protocolo de centrifugacdo, o tipo de
centrifugadora utilizada, o tempo de espera até a utilizagdo do codgulo, o tipo de

indicacdo de uso, a associa¢do com outros biomaterias, entre outros.

Por ultimo, ¢ importante ter presente que, seja qual for o produto, estas
preparagdes ricas em fatores de crescimento ndo sdo magicas, € o sucesso da sua
aplicacdo depende totalmente das capacidades dos cirurgides em entender, preparar,
usar e combinar corretamente estas tecnologias. O PRP e o PRF estdo na fronteira entre
a engenharia dos tecidos e a pratica clinica, portanto, o seu uso adequado requer uma
visdo biologicamente orientada. Este facto ja sucedeu com os géis de PRP, e comeca a
ocorrer com o L-PRF e com os conceitos de NTR e NBR que apresentam potencial para

revolucionar a Medicina Dentaria regenerativa.

Deste modo, ¢ da competéncia do Médico Dentista, compreender esta nova
tecnologia de tratamento e avaliar a questdo custo beneficio, tendo sempre como

prioridade o bem-estar do paciente.

4

E assim possivel concluir que os concentrados sanguineos necessitam de
melhorias na sua padronizacdo e formulagdo para que possam ter uma maior

previsibilidade e confiabilidade nos resultados clinicos.
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