r UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA 42 %‘}
} FACULDADE DE ODONTOLOGIA

FFn-tL"dadq ds Odantologia

LUANA CRISTINA FERREIRA

FATORES QUE INTERFEREM NA PRODUCAO E
CARACTERISTICAS DO CONCENTRADO
SANGUINEO - PRF (Fibrina Rica em Plaquetas)

UBERLANDIA
2023



LUANA CRISTINA FERREIRA

FATORES QUE INTERFEREM NA PRODUGCAO E
CARACTERISTICAS DO CONCENTRADO
SANGUINEO - PRF (Fibrina Rica em Plaquetas)

Trabalho de conclusdo de curso apresentado
a Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Uberlandia como parte dos
requisitos necessarios para a conclusao do

Ccurso

Orientadora Prof2. Dr2. Paula Dechichi Barbar

UBERLANDIA
2023



Monografia intitulada “Fatores que interferem na producéo e caracteristicas do
concentrado sanguineo Fibrina rica em plaquetas (PRF)” de autoria de Luana

Cristina Ferreira
Aprovada em 02 /06/2023 pela banca constituida pelos seguintes professores:

Prof.2. Dr? Paula Caetano Araujo

Prof. Dr° Jonas Dantas Batista

Ms. Jodo Lucas Carvalho Paz

UBERLANDIA
2023



Dedico este trabalho a minha familia. Pais,
irmaos, avos, tios e tias pelo apoio
incondicional sem o qual a concluséo

desse curso jamais seria possivel.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pela forga e encorajamento nos momentos de
maior dificuldade, e por ter me presenteado com pessoas maravilhosas e
encantadoras durante toda essa jornada.

Sou extremamente grata a minha orientadora Paula, pela ajuda, paciéncia e
pelos ensinamentos. Profissional excepcional e um grande exemplo de forgca e
dedicagao para mim.

Ao estimado professor Marcelo Dias meus agradecimentos pela contribuicdo
ao presente trabalho.

Agradecgo aos meus pais amados, Luzia e Cristiano, por todo o esfor¢o e apoio
incondicional, sem o qual nao seria possivel a finalizagdo dessa jornada.

Agradeco aos meus irmaos, Daiana e Fabio, por todo incentivo e
encorajamento, contribuindo para que essa etapa fosse concluida de forma mais leve.

Aos meus amigos e colegas da turma 87, agradeco pelos bons momentos, pelo
companheirismo, pela diversao e pelas boas risadas compartilhadas.

Aos professores, funcionarios e técnicos da FOUFU, minha eterna gratidao e
admiracdo pela solicitude, dedicacdo, empenho e por ofertarem sempre o melhor aos

graduandos do curso de odontologia e na minha formagao como cirurgia-dentista.



RESUMO
Os concentrados sanguineos representados, principalmente, pelo plasma rico em
plaguetas (PRP) e fibrina rica em plaquetas (PRF), vém sendo empregados em
diversas areas médicas e odontologicas devido aos bons resultados alcangados,
baixo custo, facil preparacdo e manuseio. Os resultados clinicos devem-se a
capacidade desses concentrados melhorarem o reparo de tecidos moles e duros, visto
que fornecem fatores de crescimento e citocinas, responsaveis pela homeostase do
organismo. O PRP, considerado a primeira geragdo de concentrados sanguineos
apresenta efeito limitado no reparo tecidual. Ja o PRF, considerado a segunda
geracdo de concentrados sanguineos que, além de apresentar vantagens como
auséncia de aditivos pré e anticoagulantes e por ser obtido com apenas um ciclo de
centrifugacéao, tem apresentado melhores resultados no reparo tecidual que o PRP. A
malha tridimensional de fibrina formada apds a obtencdo do PRF concentra
quantidade significativa de plaquetas e leucdcitos que, em conjunto com os fatores de
crescimento, atuam potencializando o processo de reparo tecidual. Atualmente,
reconhece-se que varios fatores podem interferir na qualidade do PRF produzido.
Assim, considerando a importancia de conhecer os paradmetros relacionados a
eficiéncia do PRF, o objetivo da presente monografia foi abordar fatores que
interferem nas caracteristicas fisicas e propriedades bioldgicas do concentrado Fibrina
Rica em Plaquetas. Na revisédo de literatura, foram consultados artigos e livros, nas
bases dados Pubmed, Embase, Web of science e Scopus, no periodo de 2018 a 2023.
As palavras chaves utilizadas foram: Platelets rich fibrin, PRF protocol, tubes, relative
centrifugal force. Também foram incluidos artigos especificos obtidos a partir das
referéncias citadas nos artigos do periodo consultado. A literatura mostrou que varios
fatores podem interferir nas caracteristicas do PRF produzido. Entre eles, destacam-
se a Forga Relativa de Centrifugagcédo (RCF), tempo de centrifugagdo e material do
tubo de coleta de sangue, além das caracteristicas sistémicas do paciente. Esses
fatores constituem variaveis que interferem, diretamente, nas propriedades fisicas e
bioldgicas do PRF, sendo importante que os profissionais conhegam as caracteristicas
de cada protocolo PRF e padronizem sua utilizagdo de acordo com a necessidade

clinica.

Palavras-chave: plaquetas; fibrina rica; protocolo PRF; tubos; forga relativa de

centrifugacao



ABSTRACT

The blood concentrates, represented mainly by platelet-rich plasma (PRP) and
platelet-rich fibrin (PRF), have been used in several medical and dental areas due to
the good clinical outcomes achieved, low cost, ease of preparation and handling. The
good clinical outcomes observer occurred due to the ability of these concentrates to
improve the repair of soft and hard tissues, due to the ation of the growth factors and
cytokines inside these concentrates that are responsible for the body's homeostasis.
The PRP is considered the first generation of blood concentrates and has been showed
a limited effect on tissue repair. On the other hand, The PRF is considered a second
generation of blood concentrates, has been showed advantages such as the absence
of necessity of the use of pro- and anti-coagulation additives, and the obtation of this
concentrate can be done with only one centrifugation cycle, which is not possible with
the PRP. The three-dimensional fibrin mesh formed after obtaining the PRF
concentrates presents a significant amount of platelets and leukocytes that in
conjunction with the growth factors act to enhance the tissue repair. Currently, it is
recognized that several factors can interfere with the quality of the PRF production.
Thus, considering the importance of knowing the parameters related to the efficiency
of PRF, the aim of this monograph was to address factors that interfere with the
physical characteristics and biological properties of the PRF concentrate. In this
literature review, articles and books were consulted in the Pubmed, Embase, Web of
science and Scopus databases, from 2018 to 2023. The keywords used were: Platelets
rich fibrin, PRF protocol, tubes, and relative centrifugal force. Specific papers obtained
from the references cited in the articles that encompassed the period of evaluation
proposed were also included. It was showed that several factors can interfere with the
characteristics of the PRF. Among them, the Relative Force of Centrifugation (RCF),
centrifugation time and material of the blood collection tube, in addition to the systemic
characteristics of the patient deserves highlight. These factors are variables that
directly interfere with the physical and biological properties of PRF, and it is important
for professionals to know the characteristics of each PRF protocol and standardize its

use according to clinical needs.

Key Words: Platelets; rich fibrin; PRF protocol; tubes; relative centrifugal force.
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1. Introdugao

O reparo tecidual € um processo complexo, especialmente em situagoes
adversas, representando um desafio para as areas médica e odontoldgica. Diante
dessa realidade, uma variedade de terapias tem sido desenvolvidas no sentido de
favorecer o reparo de tecidos danificados ou perdidos (COURY, 2016; ROUWKEMA,;
KHADEMHOSSEINI, 2016). A utilizacado de produtos derivados do sangue para
estimular a reparacao de feridas comegou com o uso de colas de fibrina, preparadas
com altas concentragdes de trombina e fibrinogénio, descritas pela primeira vez ha 40
anos (DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009; FEIGIN;
SHOPE, 2019)

Os concentrados sanguineos ricos em plaquetas, vem sendo empregados na
engenharia tecidual com objetivo de fornecer um arcabougo com fatores de
crescimento e citocinas que auxiliardo no processo de reparo tecidual (CHOUKROUN,;
GHANAATI, 2018; FEIGIN; SHOPE, 2019). Assim, esses concentrados buscam a
partir de suas propriedades biolégicas, a homeostase do organismo, a coagulagao da
fibrina e, consequentemente, a regeneragao dos tecidos moles e duros. Isso ocorre
devido aos fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante (TGF-y), fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-
1) e fator de crescimento de hepatécitos (HGF) presentes nesses concentrados
(CARUANA et al., 2019).

O conceito original que deu origem aos concentrados de plaquetas baseou-se
na ideia de que plaquetas concentradas, juntamente com fatores de crescimento
autdlogos, poderiam ser coletados em solugdes de plasma. Esses, poderiam ser
empregados em sitios cirurgicos especificos para estimular a reparo local (FIUNHEER
etal., 1990; MIHAYLOVA et al., 2017). Os concentrados de plaquetas sdo suspensdes
concentradas de fatores de crescimento e outras células. Sdo produtos biolégicos,
autdlogos, derivados da centrifugacao gravitacional de uma amostra de sangue. Eles
sao constituidos principalmente por plaquetas, leucécitos, fibrina e fatores
crescimento. Atuam como aditivos cirurgicos bioativos com a finalidade de induzir o
reparo de feridas (CHOUKROUN; MIRON, 2017; FEIGIN; SHOPE, 2019))

O conceito de obtencao de doses supra-fisiolégicas de fatores de crescimento

plaguetario para induzir e acelerar o processo de reparacdo de feridas apos



procedimentos cirurgicos foi introduzido na odontologia em meados da década de 90
(KOBAYASHI et al., 2016; LUCARELLI et al., 2010). Com isso, a terapia autéloga com
plaquetas ganhou popularidade, impulsionada pelo desenvolvimento e utilizagdo do
plasma rico em plaquetas (PRP). Entédo, o PRP foi amplamente adotado e explorado
em diversas aplicagcbes médicas e odontolégicas, representando um avango
significativo no campo da medicina regenerativa (KARIMI; ROCKWELL, 2019). Apesar
da evolugao, o PRP apresenta desvantagens como liberagao precoce dos fatores de
crescimento, utilizagdo de fatores anti e pré coagulantes, demora na sua produgao,
devido a dupla centrifugacéo, e formacéo de um coagulo sem resisténcia (DOHAN et
al., 2006a).

Em 2001, Choukroun propds o concentrado sanguineo de fibrina rica em
plaguetas (PRF), obtido por meio de uma técnica, relativamente, simples e de baixo
custo. Na producédo do PRF utiliza-se tubos de coleta de sangue sem aditivos, que
sdo submetidos a forgas centrifugas relativas (RCF — Relative centrifugal force)
especificas. O produto final consiste de uma matriz de fibrina com estrutura
tridimensional entremeada, principalmente, por leucdcitos e plaquetas, que promovem
liberacdo gradual de fatores de crescimento e citocinas. Esse concentrado PRF é
considerado a segunda geragao de concentrados sanguineos.

Indicagdes para o uso do PRF tém sido propostas em varios campos, como na
neurocirurgia (VASILIKOS et al., 2020), dermatologia (SHASHANK; BHUSHAN,
2021), otorrinolaringologia (HUANG et al., 2022), estética (NACOPOULOS, 2017) e
em diversas especialidades da odontologia (LYRIS et al., 2021; MIRON et al., 2017,
NARENDRAN et al., 2022) com objetivo de aumentar a previsibilidade do reparo de
tecidos, incluindo tecidos doentes, lesados ou envelhecidos (DAl et al., 2016;
KAWASE; MUBARAK; MOURAO, 2020; ROUWKEMA; KHADEMHOSSEINI, 2016).
Esse efeito do PRF é esperado devido a presenca de leucécitos, plaquetas, citocinas
e fatores de crescimento, que tém a capacidade de estimular a angiogénese, a
proliferacdo celular no sitio cirurgico, além de controlar a resposta imunoldgica,
acelerando o reparo tecidual (CHOUKROUN et al., 2006; DOHAN et al., 2006b).

O PRF é um biomaterial autélogo, versatil, que pode ser utilizado substituindo
enxertos 6sseos ou membrana de barreira, sem a preocupacio de causar reagao de
corpo estranho, acelerando o processo natural de reparo (MIRON et al., 2017). Nesse
contexto, também vem sendo utilizado no gerenciamento dos alvéolos de extragao
(GIRISH RAO et al., 2013; HAUSER et al., 2013). Estudos demonstraram ainda que
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0 uso da membrana de PRF foi capaz de reduzir as infecgdes por osteomielite, isso
ocorre devido a presenga de células imunoldégicas em especial os leucdcitos
(HOAGLIN; LINES, 2013).

Em procedimentos de levantamento de seios maxilares, o PRF atua como
material de enxertia ou em conjunto com outro material de enxerto buscando aumentar
o volume e reduzir o tempo de reparo (MIRON et al., 2017; PICHOTANO et al., 2019).
Estudos mostram resultados importantes ao utilizar o PRF para regeneragcao
periodontal de defeitos intradsseos, regeneracdo de tecidos moles ao redor de
implantes, regeneragéo 6ssea guiada e outros aspectos odontoldgicos e da medicina
(MIRON et al.,, 2017). Além disso, estudos estdo utilizando PRF em cirurgias
periodontais com defeitos mucogengivais; como manejo da exposi¢ao radicular. Os
resultados tém demonstrado melhora significativa na vascularizagdo e no reparo dos
tecidos moles, ja que o PRF tem maior contribuicdo na formagao de tecidos moles
(TUNALI et al., 2015)

Um desafio enfrentado pelo cirurgido dentista € o selamento de feridas apos
procedimentos de exodontia e a instalagcédo de implantes em rebordos alveolares
atroficos, visto que o fechamento por primeira intencdo promove a perda de volume
dos tecidos tanto em espessura quanto em altura (CHAPPUIS; ARAUJO; BUSER,
2017). Assim sendo, a técnica da ferida aberta (Open Wound Technique ™) vem
sendo empregada tanto em procedimentos pos-exodontia, em especial de molares,
guanto apos a instalagao e reabertura de implantes com a finalidade de garantira da
manutencao do tecido ésseo e mucosa queratinizada (SABOIA-DANTAS et al., 2021).
Nessa técnica, o espaco presente apdés a exodontia, instalacdo ou exposicdo do
implante, € preenchido por membranas e plugs de fibrina rica em plaquetas e
leucdcitos (L-PRF), que atuam como curativo provisoério imunologicamente ativo
(CHOUKROUN et al., 2006). Além disso, essas membranas ao recobrirem o sitio
cirurgico permitem o fechamento passivo evitando o processo isquémico que
prejudica o aporte sanguineo aos tecidos influenciando de forma negativa o reparo
tecidual.

Atualmente, reconhece-se o PRF como uma terapia adjuvante importante que
favorece e otimiza o processo de reparo tecidual. Entretanto, ainda ha controvérsias
na literatura relativas aos resultados clinicos obtidos com a utilizagdo do PRF. Varios
fatores, desde a coleta do sangue até aplicagao no sitio cirurgico, estao envolvidos na

producdo de um PRF de qualidade. Entre eles, destacam-se a Forga Relativa de
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Centrifugacgao (RCF), tempo de centrifugacédo e material do tubo de coleta de sangue,
além das caracteristicas sistémicas do paciente. Esses fatores constituem variaveis
que interferem diretamente nas caracteristicas fisicas e propriedades biolégicas do
PRF. Assim, considerando a importancia desses parametros para a eficiéncia do PRF,
0 objetivo da presente monografia foi abordar fatores que interferem nas
caracteristicas fisicas e propriedades biolégicas do concentrado Fibrina Rica em
Plaquetas.
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2. Metodologia

Esse estudo trata-se de uma revisao da literatura cujo objetivo foi executar uma
ampla busca nas bases de dados para verificar quais as evidéncias cientificas haviam
sobre a tematica. No que se refere a critérios de exclusao todos os estudos que
abordaram a discussao sobre os fatores que interferem na produgéao e caracteristicas
do PRF foram incluidos.

Quanto ao ano de publicacéo foram selecionados os estudos entre 2018 e 2023
outrossim € valido ressaltar que nao houve restricido de idioma. Os critérios de
exclusdo foram estudos que ndo estavam em conformidade com o tema, cartas ao
editor/editorial, opinides pessoais, material didatico, relatérios e anais de congresso.
A pesquisa utilizou as bases de dados Pubmed, Embase, Web of science e Scopus.
Para a sele¢do das palavras chaves foi utilizado o programa de descritores em ciéncia
da saude DeCS, sendo essas:” Platelets rich fibrina, PRF protocol, tubes, relative
centrifugal force”.

Para complementar a busca todas as referéncias dos artigos elegiveis foram
criteriosamente analisados sendo inseridas novas evidéncias sobre o tema (Cross
Reference). Essa revisao realizou a sele¢do dos estudos por etapas sendo a primeira
a leitura dos titulos para verificar se estavam de acordo com os critérios de inclusao e
exclusao posteriormente, os resumos dos artigos com os titulos dos elegiveis foram
lidos para checar a elegibilidade do mesmo

Em uma etapa mais avangada, os artigos elegiveis finais foram lidos na integra
na tentativa de verificar se os mesmos estavam adequados diante da proposta desta
revisdo. Ademais houve a coleta de dados dos artigos elegiveis bem como a
organizagao das evidéncias disponiveis que serviram de base para redacédo desta

revisao.
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3. Revisao de literatura

Na presente revisdo de literatura, inicialmente, serdo abordados conceitos e
breve histérico relativos aos concentrados sanguineos. Em seguida, serdo abordados

fatores que interferem na qualidade do concentrado fibrina rica em plaquetas.

3.1 Concentrados plaquetarios

O concentrado sanguineo de plaquetas foi observado, incialmente, em 1970
por Hematologistas, ao analisarem amostras de sangue processado. Esses
profissionais observaram um aumento na quantidade de plaquetas, devido a
separacao de alguns componentes do sangue, 0 que originou o concentrado de
plaquetas (KAWASE; MUBARAK; MOURAO, 2020). A partir disso, os concentrados
de plaquetas foram utilizados na medicina de transfusao, com a finalidade de tratar e
prevenir hemorragias provocadas por trombopenia grave em cirurgias de longa
duragéo (FEIGIN; SHOPE, 2019).

Os concentrados de plaquetas sao suspensdes concentradas de fatores de
crescimento e outras células. Sdo produtos bioldgicos, autdlogos, derivados da
centrifugacédo gravitacional de uma amostra de sangue. Eles s&o constituidos
principalmente por plaquetas, leucdcitos, fibrina e fatores crescimento. Atuam como
aditivos cirurgicos bioativos com a finalidade de induzir o reparo de feridas (FEIGIN;
SHOPE, 2019; MIRON; CHOUKROUN; GHANAATI, 2018).

3.2 Plaquetas, processo hemostatico e coagulagao sanguinea

As plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos dos megacariocitos, células
presentes na medula 6ssea. Além da fungdo hemostatica, as plaquetas liberam
grandes quantidades de moléculas responsaveis pelo processo de mitose, aumento
da producdo de colageno e crescimento de vasos sanguineos, bem como, pelo
recrutamento de células primordiais ao processo de reparo tecidual. Dessa forma, as
plaquetas possuem grande potencial regenerativo devido a presencga desses diversos
fatores de crescimento (FEIGIN; SHOPE, 2019).

O processo de coagulagdo sanguineo tem inicio com a lesao tecidual. Dessa
forma, o fibrinogénio, encontrado em grande quantidade no plasma sanguineo, &

convertido em sua forma ativa, a fibrina, por meio da trombina. A fibrina forma uma
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rede que aprisiona plaquetas e células sanguineas, formando uma barreira protetora
e selando a regiao lesionada. Em seguida, a ativagao das plaquetas, no processo
homeostatico, € responsavel por liberar citocinas, proteinas moduladoras que
possuem capacidade de estimular a migragéo e a proliferagao celular, sendo essa a
primeira fase do reparo tecidual (HOLINSTAT, 2017; LITVINQOV et al., 2021).

Os trés estagios que fazem parte do processo de reparacao de feridas sao:
fase inflamatéria, proliferativa e fase de remodelagao. Apds a ocorréncia de uma leséao
tecidual tem-se inicio a fase inflamatdria, na qual as plaquetas sao ativadas para dar
inicio ao processo de coagulagdo. As plaquetas liberam citocinas e fatores de
crescimento exercendo deslocamento quimiotatico de macréfagos e neutrofilos.
Assim, tecidos necroticos, bactérias e detritos sao fagocitados. Apds o terceiro dia da
lesdo inicia a fase proliferativa onde uma matriz de fibrina possibilita a migragao
celular, os fibroblastos produzem colageno e ocorre a formagao de novos vasos. Ja
na fase final de remodelagdo, o colageno forma fibrilas, dispostas de forma a
proporcionar resisténcia ao tecido. Assim, progressivamente, ocorre a reparagao do
tecido (GUO; DIPIETRO, 2010; TONNESEN; FENG; CLARK, 2000).

Considerando o fato de que as plaquetas representam reservatoérios de fatores
de crescimento, foram desenvolvidos concentrados sanguineos, no intuito de
concentrar maior quantidade de plaquetas e leucécitos, em um pequeno volume. O
objetivo desses concentrados foi isolar os componentes do sangue que atuam
diretamente no processo de reparo tecidual. Assim, os concentrados de forma geral

produzem um coagulo rico em plaquetas e leucdcitos, com poucos eritrocitos.

3.3 Plasma rico em plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi o primeiro amplamente utilizado nas
areas médico-odontologicas, sendo considerado a primeira geragéo de concentrados
sanguineos. Ele é obtido a partir do sangue periférico do paciente, no momento do
tratamento, sendo uma fonte autégena e, consideravelmente, barata de fatores de
crescimento. O produto obtido € um concentrado de elementos, sendo sua principal
composicao leucocitos e plaquetas (ALVES; GRIMALT, 2018; LYNCH; BASHIR,
2016).

O principal objetivo na produgédo do PRP era isolar a maior quantidade de
plaguetas para obtencgao de fatores de crescimento (PDGF, TGF- 3 e IGF-1) (DOHAN
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EHRENFEST et al., 2010; EMING et al., 2007). Esse concentrado seria utilizado em
procedimentos cirurgicos, enriquecendo o coagulo de sangue, formado na regiao
operada, acelerando o processo de regeneragao tecidual (ALVES; GRIMALT, 2018;
LYNCH; BASHIR, 2016).

No processo de reparo tecidual as plaquetas atuam como o componente
significativo, liberando numerosos mediadores inflamatérios (THOMAS; STOREY,
2015). Porém, existem outros componentes que fazem parte do PRP, como os
leucdcitos, que atuam na resisténcia natural contra processos infecciosos
(CHOUKROUN; MIRON, 2017). Além disso, as plaguetas formam agregados com o0s
leucocitos, formando pontes entre os leucécitos e o endotélio. Por meio de suas
interacbes com mondcitos, neutrofilos, linfécitos e endotélio, as plaquetas sao,
portanto, importantes coordenadoras da inflamagao (THOMAS; STOREY, 2015).

A produgao do PRP ocorre por meio de um processo simples no qual o sangue
do paciente é coletado, em tubos de plastico com anticoagulantes, antes de se iniciar
o procedimento cirurgico. Em seguida, a amostra passa por um processo de
centrifugacédo, sob condigdes controladas. O sangue é entdo separado em ftrés
camadas, uma camada inferior formada por hemacias, uma superior constituida por
plasma acelular composta, principalmente, por fibrinogénio e plasma pobre em
plaquetas (PPP), e uma camada intermediaria constituida pelo PRP, sendo essa
apenas de 5% do conteudo coletado (ALVES; GRIMALT, 2018; FEIGIN; SHOPE,
2019; LYNCH; BASHIR, 2016).

A camada superior (PPP) e a camada intermediaria (PRP) do tubo séo
aspiradas com seringa e transferida para outro tubo, para uma segunda centrifugagao.
Apos a centrifugacao, forma-se novamente trés camadas distintas. Uma camada
inferior contendo alguns glébulos vermelhos, uma camada intermediaria de PRP e
uma camada superior de PPP. A camada superior € coletada sendo descartada. O
PRP é removido e a esse acrescenta-se trombina bovina ou cloreto de calcio, obtendo-
se assim um gel de matriz de fibrina, com propriedades adesivas e homeostaticas
(DOHAN et al., 2006a). Um coagulo sanguineo natural € composto por cerca de 5%
de plaquetas enquanto o PRP pode conter até 95% de plaquetas (FEIGIN; SHOPE,
2019).

Entretanto, o PRP possui algumas desvantagens, devido a necessidade de
anticoagulantes, como EDTA e citrato de sodio, e pro-coagulantes, como a trombina

bovina ou CaCl2. Essas substancias sao inibidoras do reparo de feridas (MIRON;
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CHOUKROUN, 2018). Além disso, outra desvantagem do PRP é sua malha de fibrina,
qgue por ser pouco densa, com fibras de pequeno didmetro, retém as plaquetas por
pouco tempo, dissolvendo-se como cola. Assim, seu potencial quimiotatico e de
formagao de novos vasos é baixo (CARUANA et al., 2019). O PRP pode também
ocasionar reagbes alérgicas ja que a trombina bovina usada como substancia

promotora da coagulagao recruta anticorpos V e Xl e a formagao de trombos.

3.4 Fibrina rica em plaquetas (PRF)

O concentrado sanguineo fibrina rica em plaquetas (PRF), foi desenvolvido por
Choukroun et al (2001), com objetivo de produzir um concentrado de plaquetas, sem
a utilizagcdo de anticoagulantes e pro-coagulantes. O PRF é considerado a segunda
geragcao de concentrados sanguineos, sendo obtido sem utilizagao de aditivos e por
apenas uma centrifugacdo (CHOUKROUN et al., 2001; CHOUKROUN; MIRON,
2017).

No protocolo original para produgdo do L-PRF (fibrina rica em plaquetas e
leucécitos), uma amostra de sangue € coletada em um tubo de vidro de 10 mL, sem
aditivos, posteriormente ocorre a centrifugacao a 700g/12min. Assim, forma-se no
tubo trés camadas, uma inferior contendo glébulos vermelhos, uma camada
intermediaria de PRF e uma camada sobrenadante, contendo plasma pobre em
plaquetas (PPP) (MOURAO et al., 2015) (Figura 01).
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Figura 1: Imagem de tubo de vidro com amostra de sangue, ap6s a centrifugacao
no protocolo L-PRF, evidenciando a separagcdo em 3 camadas: coagulo de hemacias
no fundo do tubo (vermelho), camada intermediaria o PRF (amarelo fosco) e camada
superior o PPP (amarelo translucido).

Fonte: Acervo pessoal

Com a auséncia do anticoagulante, o sangue coletado ao entrar em contato
com a parede do tubo de vidro, leva apenas alguns minutos para iniciar seu processo
de coagulagcao natural. Assim sendo, € importante que o tempo decorrido entre a
coleta da amostra de sangue e o inicio da centrifugacao seja rapido e preciso. Caso o
tempo de manuseio ocorra de forma lenta, a fibrina sera polimerizada difusamente
dentro tubo, tendo como consequéncia a formagao de um coagulo reduzido e sem
consisténcia (MOURAO et al., 2015).

Apo6s a centrifugagao forma-se uma malha de fibrina com células e plaquetas
aprisionadas. Com a ativacao das plaquetas ocorre liberagao de citocinas e fatores de
crescimento, nessa membrana de PRF. O fator de crescimento semelhante a insulina
1 (IGF-1), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento

derivado de plaquetas (PDGF-A e B) sao liberados em maior quantidade. Esses



18

fatores de crescimento sao responsaveis por melhorar a reparagao de tecidos moles
e duros (FEIGIN; SHOPE, 2019). Nesse contexto, a membrana de fibrina é, portanto,
um biomaterial natural autélogo rico em glicoproteinas e em fatores de crescimento,
de facil preparagao e de baixo custo. Por ser autélogo, ndo existe risco de infec¢do ou
do desencadeamento de processos autoimunes (DOHAN et al., 2006a).

Pelo fato das concentragbes de trombina que atuam no fibrinogénio autélogo
concentrado serem quase fisioldgicas, o processo de polimerizagao da fibrina ocorre
de forma lenta durante a centrifugacéo. Essa caracteristica é responsavel pela
formagao de uma rede de fibrina tridimensional (Figura 02), com grande elasticidade
capaz de reter citocinas e permitir a migragéo de células (MOURAO et al., 2015)

A matriz de fibrina tridimensional do PRF é composta por um numero
significativo de plaquetas e leucdcitos, células importantes no processo de reparo
tecidual e defesa contra organismos patégenos, além de importante e na regulagéo
do sistema imunoldgico. A combinagdo de uma matriz tridimensional da membrana
de PRF com leucécitos e fatores de crescimento atuam em conjunto na cicatrizagao e
regeneragao de feridas dos tecidos de forma mais rapida e potente (CHOUKROUN;
GHANAATI, 2018; MIRON et al., 2017)

Figura 2: Imagem da malha tridimensional de fibrina (PRF), apds centrifugagéo de
amostra de sangue, observada ao microscopio eletrénico de varredura.

Fonte: Acervo pessoal.
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3.4.1 Protocolos PRF

O Protocolo originalmente proposto por Choukroun, et al. (2001) o L-PRF
(fibrina rica em plaquetas e leucdcitos) era produzido em tubos de vidro, sem aditivos,
e centrifugados 700g por 12 minutos. Apos a centrifugagao, a partir de cada tubo de
vidro, obtém-se um coagulo (Figura 3A), que é prensado em caixa de inox (PRFBOX)
para formagao da membrana (Figura 3B)

O Conceito de centrifugacao a baixa velocidade mostrou que variagées de RCF
e tempo de centrifugagdo produzem PRF com caracteristicas e possibilidades
bioldgicas diferentes. A reducédo da RCF e tempo de centrifugagcédo produzem matrizes
PRF com rede de fibrina menos densa e mais celularizadas (CHOUKROUN et al.,
2001; CHOUKROUN; GHANAATI, 2018) e, provavelmente, com aumento de
capacidade de regeneracdo (MIRON et al.,, 2017). A estrutura e composi¢cdo de

membranas produzidas em alta RCF (770g) reduzem a reposta in vivo, provavelmente

por dificultar a migragao celular (KUBESCH et al., 2019)

Figura 3: Imagem mostrando coagulo obtido apds centrifugacéo (A) e membrana PRF
apos prensagem na caixa de inox (B)

Fonte: Acervo pessoal.
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Com a modificagdo do protocolo de produgdo do PRF, reduzindo a forga de
centrifugacao relativa (RCF) para 208 g, foi observado a formagao de um coagulo com
estrutura mais porosa e maior espago entre as fibras. Dessa forma, surgiu entdo o
PFR sdlido avangado (A-PRF) (CHOUKROUN; GHANAATI, 2017). Na membrana do
A-PRF as plaquetas e leucocitos sdo distribuidas de forma mais homogénea. Além
disso, ocorre aumento na quantidade de leucdcitos e plaquetas nessa membrana. Ao
analisar histologicamente a sua estrutura observa-se aumento significativo de
granulécitos neutréfilos em comparagdo com a membrana de L-PRF (MIRON et al.,
2017).

A redugado da RCF no conceito de centrifugagdo a baixa velocidade mostrou
melhoras na estrutura e composi¢cao da membrana de PRF possibilitando avangos
significativos. Entretanto, investigagcdes in vitro mostraram uma liberagdo lenta e
continua do fator de crescimento acumulado como PDGF, TGF e VEDF (KOBAYASHI
et al., 2016). Nesse contexto, uma modificagdo no tempo de centrifugagao foi
realizada a fim de melhorar a liberagao dos fatores de crescimento, mas mantendo a
estrutura porosa e estavel da membrana de A-PRF. Assim, uma redugao no tempo de
centrifugacédo, mantendo a forga de centrifugacéo relativa (208g), teve como resultado
final a formagcdo de um coagulo ainda melhor, o Advanced PRF plus (A-PRF+)
(FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017).

Em relacéo a estrutura da membrana do A-PRF+ a rede de fibrina apresentou-
se com porosidade semelhante ao A-PRF, e células plaquetarias distribuidas
uniformemente. Também, houve aumento significativo na capacidade de liberagao
dos fatores de crescimento, em especial, o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) em comparacéao ao L-PRF e A-PRF. Ao comparar membranas L-PRF, A-PRF
e A-PRF+ observa-se aumento de leucécitos apenas na membrana de A-PRF +. Esse
fato sugere que a maior quantidade de leucécitos poderia ser um fator para melhorar
a liberacado de fatores de crescimento (DOS SANTOS; ARAUJO PERES; QUEIROZ,
2023; FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017).

Na tentativa de desenvolver um concentrado sanguineo fluido, foi proposto um
protocolo com uma forga relativa de centrifugagdo de 60g. Para tal finalidade, foi
necessario utilizar tubo de plastico, sem aditivos, especificos para a coleta de sangue.
O plastico, diferente do vidro, retarda a ativagdo da cascata de coagulagéo durante a
centrifugacao. Logo, reducao adicional na RCF e o uso do tubo de plastico permitiram

a producdo de um concentrado fluido denominado PRF injetavel (i-PRF) (MOURAO
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etal., 2015). Noi-PRF, apos a centrifugacéo, obtém-se uma camada inferior de células
vermelhas e uma camada superior (laranja) contendo o i-PRF. Esse, entdo, é
separado da amostra aspirando por meio de seringa e agulha. O PRF injetavel
permanece liquido cerca de 10 a 15 minutos apds a centrifugagéo. Esse concentrado
sanguineo liquido apresenta maior numero de plaquetas e leucécitos em relagdo aos
outros PRFs, possuindo um potencial maior de regeneragao (CHOUKROUN; MIRON,
2017), apesar de menor resisténcia.

Até recentemente, havia consenso que para producdo de PRF de matrizes
sdlidas (membranas), seja de L-PRF, A-PRF ou A-PRF+ deveriam ser utilizados tubos
de coleta de vidro e, para producéo do PRF injetavel (iPRF) deveria ser utilizado tubos
de plasticos, sem aditivos. Em 2020, foi proposto o A-PRF liquido (NACOPOULOQOS,
2017) que possibilita obter-se um PRF injetavel, que forma uma malha mais densa
que 0 iPRF, apds a polimerizacdo. Nesse protocolo, o PRF é produzido em tubos de
vidro, centrifugado a 200g por 5 minutos. Imediatamente apds a centrifugagéo o PRF
ainda fluido é aspirado com seringa e agulha. Dessa forma, o PRF liquido de varios
tubos pode ser colocado em um recipiente de vidro ou inox para formar uma
membrana maior do que as obtidas nos protocolos de L-PRF e A-PRF. Entretanto, a
obtencao do PRF liquido é de dificil execugédo, uma vez que a centrifugagao tem que
ser iniciada no maximo 2minutos, apds a coleta e, frequentemente, ocorre formagao
do coagulo dentro dos tubos, impedindo a aspiragado do PRF.

Saboia-Dantas et al (2023) propuseram o PRF obtido por centrifugacao
progressiva em tubos de plastico, sem aditivos, para obtengédo de grandes membranas
PRF. Nesse protocolo em um tempo total de centrifugagdo de 15min ocorre aumento
progressivo de RCF, iniciando em 60g/5min, seguido de 200g/5min e finalizando com
700g/5min. Finalizada a o tempo de centrifugagao, é possivel aspirar o conteudo de
varios tubos, dispensando o PRF em cubas de plastico ou inox a fim de acelerar a
coagulagdo. Dessa forma, obtém-se membranas PRF de dimens&o e resisténcia
superiores a todos os outros protocolos, além de uma distribuicdo celular adequada.
Esse protocolo progressivo permite a produgao de membranas PRF com tamanho e
espessura de acordo com a necessidade clinica (SABOIA-DANTAS et al., 2023).
(Figura 4)
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Figura 4: Imagem mostrado coagulo de PRF, apds polimerizagdo, obtido por
centrifugacédo em protocolo progressivo (A) e membrana PRF apds prensagem em
caixa inox (B).

Fonte: Acervo pessoal.

3.5 Tubos de coleta de sangue para produgao de PRF

3.5.1 Tubos de vidro

Os protocolos de preparagdao de membranas de L-PRF, A-PRF e A-PRF+
requerem tubos de vidro simples com a finalidade de ativar a via de coagulagao
intrinseca formando o coagulo de fibrina, sem o auxilio de qualquer fator de
coagulagao, durante ou apés a coleta do sangue (CHOUKROUN; MIRON, 2017). Ao
entrar em contato com a superficie do tubo de vidro, o fator de coagulagao Xll no
plasma pode ser ativado para, consequentemente, produzir um coagulo de fibrina por
meio da ativagcado da cascata de coagulagao intrinseca. Os grupos silanol carregados
negativamente na superficie do vidro sdo responsaveis pela ativagdo do fator de
coagulagao Xl (MARGOLIS, 1956).

Em um estudo avaliando os diferentes tipos de for¢ca g (200, 400 e 800g) e
diferentes tipos de tubos (tubo de vidro puro e tubo de poliestireno com ativador de
coagulo Si02) na liberagao do fator de crescimento endotelial (VEGF) da fibrina rica

em plaquetas (PRF) em fungdo do tempo, observou-se que o tubo de vidro
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proporcionou maiores concentragdes de VEGF liberados em todos os tipos de forca
empregados, em relagao as quantidades obtidas nos tubos de plastico (DE OLIVEIRA
et al., 2020).

Bonazza et al, 2016 ao comparar o efeito de tubos de vidro e plastico na matriz
PRF concluiu que os tubos de vidro permitem obter concentrados mais longos e
densos, provavelmente devido ao recrutamento de fibrina, o que permite formar uma
rede mais extensa aprisionando maior quantidade de plaquetas e leucdcitos
(BONAZZA et al., 2016).

Um outro estudo, no qual foi utilizado a técnica de imagem high transmittance
of near-infrared (NIR), observou diferenca na distribuigdo de plaquetas das
membranas produzidas em tubos de vidro e plastico com silica. Enquanto que as
plaguetas foram distribuidas homogeneamente nas matrizes de fibrina preparadas
com tubo de plastico revestido com silica, as matrizes de concentrados de fatores de
crescimento (CGF) preparadas a partir dos tubos de vidro foram mais concentradas
na parte distal do tubo (YAMAGUCHI et al., 2020).

Outro estudo, ao comparar tubos de vidro com tubos revestidos com silica
observou que a centrifugagcéo em alta velocidade concentrou plaquetas na superficie
distal dos tubos de vidro. Esse fato deve-se ao fato das células sanguineas e proteinas
presentes no plasma serem deslocadas para a parede distal do tubo durante a
centrifugacéo, sendo a cascata de coagulagao ativada. Assim, as fibras de fibrina
formadas ao final da cascata séo responsaveis pela agregagao das plaquetas que se
concentram na parede distal do tubo. Ja nos tubos de plastico revestidos com silica,
as microparticulas de silica por serem facilmente destacadas das paredes dos tubos,
ficam dispersas na amostra de sangue o que permite a ativagdo da cascata de
coagulagao formando fibras de fibrina de forma homogénea na matriz do concentrado
(TSUJINO et al., 2019b).

Recentemente, foram produzidos no mercado tubos de vidro revestidos com
silicone. Esses tubos de vidro com silicone produzem membranas significativamente
menores comparadas as produzidas em vidro sem aditivos e, eventualmente, a
coagulagao nao ocorre (MIRON et al., 2021). O silicone reduz o contato e aderéncia
dos glébulos vermelhos na parede do tubo, comprometendo o processo de

coagulagao
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3.5.2 Tubos de plastico revestidos com silica

A descontinuidade na fabricacao de tubos de vidro e a oferta limitada motivou
a utilizagao de tubos de plastico revestidos com silica (Figura 5) para producéo da
PRF. Essa possibilidade deve-se as propriedades vitreas da silica, que mimetiza a
acao do vidro, o que levou ao emprego comercial desses tubos para o preparo da
membrana de PRF. As microparticulas de silica destacam-se com facilidade da
superficie do tubo e podem atuar na ativagdo da cascata de coagulagao de forma mais
eficiente que o vidro (TSUJINO et al., 2019b).

Figura 5: Imagem de tubo de plastico revestido com silica

Fonte: Acervo pessoal.

Embora o uso dos tubos de plastico revestidos com silica tenha seus
beneficios, esses tubos foram criados apenas para teste laboratorial, aprovados por
autoridades reguladoras de cada pais. Ainda assim, alguns estudos vém
comprovando efeitos negativos desses dispositivos empregados para a preparagao
dos coagulos de PRF (MIRON et al., 2021; TSUJINO et al., 2019a).

Estudos recentes demostram que as condi¢gdes de centrifugacéo influenciam a

composi¢cdo do PRF e que as particulas de silica presentes nos tubos de coleta de
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plastico revestidos com silica podem penetrar a matriz de PRF. E possivel que essas
microparticulas de silica incorporadas as membranas de PRF possam atuar
modificando a distribuicdo das plaquetas na matriz de PRF, além de serem
potencialmente citotoxicas (MASUKI et al., 2020; MIRON et al., 2021; TSUJINO et al.,
2019a).

Outro estudo, usando tubos de vidro e tubos de plastico revestidos com silica,
no qual foram empregados centrifugagao a baixa e alta velocidade, foram analisadas
a distribuicado das plaguetas na matriz PRF. Na centrifugacédo a baixa velocidade as
plaquetas se distribuiram homogeneamente, em ambos os tubos (vidro e plastico).
Entretanto, na centrifugacgéo a alta velocidade, as plaquetas distribuiram-se de forma
heterogénea concentrando-se mais na superficie da matriz PRF, em tubos de vidro,
enquanto nos tubos revestidos com silica essa distribuicdo ocorreu de forma menos
concentrada. Essa diferenca provavelmente ocorre devido a liberagdo homogénea
das microparticulas de silica responsavel pela ativagdo plaquetaria e coagulagao
difusa dentro do tubo de plastico (TSUJINO et al., 2019b).

De acordo com Masuki et al (2020), as microparticulas de silica usadas para
revestir os tubos de plastico possuem efeitos citotoxicos em células periosteais
humanas. Um estudo com microparticulas extraidas dos tubos de plasticos e
posteriormente adicionadas a culturas celulares demostraram que elas foram
adsorvidas com elevada afinidade na superficie celular induzindo apoptose das
células e reduzindo consideravelmente a proliferacéo e viabilidade dessas células
(MASUKI et al., 2020).

Foi observado que as nanoparticulas de silica (SiNPs) induzem citotoxicidade
e respostas inflamatdrias em células epiteliais, endoteliais pulmonares e células do
hipocampo. As interacdes entre SiNPs e a superficie celular geram espécies reativas
de oxigénio (ROS). No entanto, acredita-se que tais efeitos citotdxicos sao
dependentes do tipo de microparticula (amorfa ou cristalina), tamanho da particula,
concentracdo e carga superficial da silica. Assim, & dificil avaliar como essas
particulas influenciardo os tecidos e as células nas regides de implantacdo da
membrana PRF (CHEN et al., 2018; TSUJINO et al., 2019b).

No sistema imunoldégico inato ocorre a primeira linha de defesa contra corpos
estranhos e materiais particulados, por meio de células efetoras e fatores humorais.

Nanoparticulas de silica ao interagirem com células imunocompetentes podem induzir
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imunotoxicidade, tendo resultados diferentes a depender de suas caracteristicas,
podendo causar dano celular direto, como apoptose e necrose (CHEN et al., 2018).

As SiNPs sao amplamente empregadas em aplicagbes biomédicas, devido a
suas propriedades, e podem interagir com o sistema imunoldgico de diferentes
formas. Essas particulas sdo facilmente sintetizadas, possuem uma superficie
modificavel, propriedades quimicas resistentes e sua composicdo quimica
relativamente estatica. Existem duas formas basicas de silica, cristalina e amorfa, as
quais diferenciam-se apenas em seus arranjos estruturais. Enquanto a silica cristalina
possui uma estrutura regular, a rede de silica amorfa é disposta de forma irregular. A
silica cristalina possui varias formas, sendo aquelas com didametro entre 2 e 100 nm
(mesoporosos) ideais para a liberacdo controlada de farmacos, devido as suas
propriedades que inclui area de superficie elevada, grandes quantidades de poros
com tamanhos regulaveis e boa estabilidade quimica e térmica. Ja a silica amorfa
devido a sua biocompatibilidade e estabilidade regulavel tem sido amplamente
utilizada na odontologia em implantes e preenchimentos dentarios (CHEN et al.,
2018).

Estudos mostram que a exposicédo a silica cristalina induz silicose, estando
relacionado também a outras doengas pulmonares (cancer de pulmao, enfisema
pulmonar e tuberculose). Além disso, analises sobre a silica amorfa demostram que
ela tem potencial citotoxico semelhante a silica cristalina causando efeitos citotoxicos
em estudos in vivo e in vitro (CHEN et al., 2018).

Os macrofagos sdo sensiveis as particulas de silica amorfa e cristalina apos a
fagocitose, e uma pequena quantidade de particulas absorvidas s&o capazes matar
essas células (CHEN et al., 2018). A disfuncdo da autofagia € considerada um
potencial mecanismo toxico dos nanomateriais. Concentragcdes baixas de SiNPs
desencadeiam autofagia que € percebida por marcadores morfolégicos e bioquimicos,
estes atuam protegendo as células da citotoxicidade. Além disso, estudos mostram
que a silica ao entrar em contato com macréfagos provoca morte celular por ativagao
da via apoptética intrinseca (CHEN et al., 2018).

As respostas téxicas induzidas por particulas de silica amorfas sdo especificas
das células, essas respostas aumentam de acordo com a concentragao de particulas
e o0 tempo de exposigdo. Sendo o tamanho da SiNPs um parametro determinante da

sua capacidade de induzir resposta celular. O aumento na quantidade das particulas
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de silica amorfa aumentam a resposta citotoxica induzida e a morte celular (CHEN et
al., 2018).

Até o momento, ndo houve complicagbes graves em relagdo ao uso das
membranas de PRF produzidas em tubos de plastico revestidos com silica. Acredita-
se que isso se deve a eliminagdo das particulas de silica pelo organismo/sistema
imune. Porém, o uso desses tubos ndo se mostra vantajoso, uma vez que, o tamanho
do coagulo é reduzido em duas vezes quando comparado ao tamanho dos coagulos

produzidos com tubos de vidro puro.

3.5.3 Tubos de plastico sem aditivos

Dois tipos de plastico s&o geralmente utilizados para fabricar tubos de coleta
de sangue, sao eles, polipropileno e PET. O PET tem caracteristicas de ser
praticamente inquebravel, ja o polipropileno mantém uma melhor barreira liquida. O
liquido nos tubos de plastico PET tendem a evaporar (KRATZ; STANGANELLI; VAN
COTT, 2006).

Um estudo comparativo utilizando tubos de citrato de vidro (BD Vacutainer de
4,5 mL) e tubos de citrato de plastico (BD Vacutainer Plus de 2,7 mL) ndo mostraram
diferengas significativas entre o vidro e o plastico nos resultados da coagulagéo. Os
tubos de plastico BD Vacutainer Plus sao formados por uma camada externa feita de
plastico tereftalato de etileno (PET), que é resistente a estilhagcos, e uma camada
interna constituida de plastico polipropileno. Sendo que a camada interna contém
citrato como anticoagulante (KRATZ; STANGANELLI; VAN COTT, 2006).

Os tubos PET por serem constituidos de um material hidrofébico, retarda a
adsorcdo das proteinas nas superficies da parede dos tubos, onde inicia-se o
processo de coagulacdo, favorecendo a formagao de PRF liquido. Quanto mais
hidrofébico for o material do qual o tubo é formado, maior o tempo de trabalho do
liquido (KRATZ; STANGANELLI; VAN COTT, 2006).

Ap0s a centrifugagcdo de amostra de sangue, em um mesmo protocolo, o PRF
produzido em tubos de vidro, macroscopicamente, apresenta maior densidade do que
o produzido em tubo de plastico sem aditivos (Figura 6). O coagulo de PRF obtido em
tubo de vidro é removido com auxilio de pinga, com posterior remogao do coagulo de
hemacias. Ja o coagulo de PRF obtido em tubo de plastico sem aditivos tem que ser
aspirado, com auxilio de seringa e agulha, e dispensado em recipiente de vidro ou

inox, para ocorrer a polimerizagao ideal (Figura 7)
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Figura 6: Imagem do aspecto imediato, apés a centrifugagdo em um mesmo
protocolo, em um tubo de plastico sem aditivo (tampa branca) e um tubo de vidro
(tampa vermelha).

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 7: Imagem de coagulo de PRF obtido em tubo de vidro (A) e PRF fluido sendo
aspirado, com auxilio de seringa e agulha (B).

Fonte: Acervo pessoal.

3.5.4 Tubos de titanio

A utilizacdo de tubos de titdnio para producdo de PRF foi proposta como
alternativa aos tubos de vidro e plastico revestido com silica, considerando
principalmente a biocompatibilidade do titanio. Nesse estudo, foi observado que a
agregacao das plaquetas, induzidas pelo titanio, e a formagdo do coagulo foi
semelhante aquelas observadas em tubos de vidro. As amostras do coagulo obtidas
no estudo mostraram uma rede de fibrina bem organizada continua e integra sendo
observada uma rede de fibrina semelhante com componentes celulares distinguiveis
tanto no L-PRF quanto no T-PRF (TUNALI et al., 2014). O método T-PRF baseia-se
no fato de que pode ser mais benéfico a obtencdo de uma matriz de fibrina utilizando
tubos de titanio pelo fato desse material ter boa biocompatibilidade e ndo ser corrosivo.
A membrana gerada em tubos de T-PRF apresenta fibrina rica em plaquetas
semelhante ao L-PRF (TUNALI et al., 2014).

Em relacao a distribuicao celular, membranas produzidas em tubos de titanio,

aparentemente, apresentam distribuicdo celular melhor para linfocitos T, linfocitos B,



30

plaguetas, neutréfilos, em comparagao que L-PRF (BHATTACHARYA et al., 2020).
No entanto, o custo da utilizagao de tubos de titanio, em comparagédo com tubos de

vidro, € uma limitacao para a ampla utilizacdo desse método.

3.6 Coleta de sangue, centrifuga e perfil do paciente

Profissionais que utilizam membranas PRF em procedimentos cirurgicos,
frequentemente, observam ampla variagado em termos de comprimento, espessura e
resisténcia dessas membranas. Nesse cenario, além do tipo de tubos, emergem
duvidas sobre o impacto da centrifuga, idade e género do paciente, entre outros
fatores.

O surgimento do PRF motivou fabricantes a desenvolverem centrifugas com
diferentes estruturas, entendendo ser esse um fator importante para melhorar a
qualidade das membranas de PRF. Atualmente, existem varios tipos de centrifugas
para PRF, com variagcdo de tamanho do rotor e angulagao (rotor de angulo fixo ou
basculante) (MIRON et al., 2019, 2020b) (Figura 8). Na centrifugagdo com angulo
variavel (basculante), observou-se uma distribuigdo mais homogénea das células
comparada a centrifugacdo em angulo reto (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2021).
Entretanto, alguns estudos nao tém observado alteragdo nas caracteristicas das
membranas PRF, produzidas em diferentes centrifugas (AL-MAAWI et al., 2022;
MIRON et al., 2020a; SATO et al., 2022).

Figura 8: Desenho esquematico comparando centrifuga de angulo fixo (a esquerda)
e basculante (a direita); raio em relagéo a regido média do tubo (r); raio e em relagéo
ao fundo do tubo (rmax); comprimento do tubo (h).

Fonte: sarstedt.com
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Fatores como tamanho de raio e tipos ou tamanhos de cagamba variam de
acordo com o tipo de centrifuga (PINTO; QUIRYNEN, 2019), o que pode interferir na
separagao dos componentes do sangue. As centrifugas apresentam um aumento de
vibragdo durante a progressao da centrifugagdo, a qual depende da velocidade de
rotacdo. Essa vibracdo varia de acordo com as caracteristicas da centrifuga e
estabilidade do suporte onde essa esta instalada. Assim, centrifuga de mesa pequena
e leve apresentara mais vibragao e ressonancia. O tamanho e largura do coagulo PRF
também variam de acordo com a centrifuga, bem como a distribuicdo celular na
membrana (DOHAN EHRENFEST et al., 2018). Também, o tempo de preparo do PRF
tem impacto significativo na membrana produzida (CASTRO et al., 2021).

Outro fator a ser considerado na producdo de membranas PRF é o tempo
aguardado ap06s a centrifugagao e prensagem. Estudo de Wei et al (2022) sugeriu que
as propriedades fisicas das membranas PRF melhoraram quando é aguardado o
periodo de 3 minutos, apos a centrifugagao, para solidificagdo completa do coagulo
PRF, seguido de compressao por 120 segundos (WEI et al., 2022). Estudo recente
demonstrou que o aumento desse intervalo de 60 a 120 segundos reduz
significativamente o tamanho das membranas PRF (MIRON et al., 2019a).

A idade e género do paciente também interferem na membrana de PRF
produzido. Mulheres produzem membranas maiores que homens, independente do
intervalo entre coleta e centrifugagcéo. Em relagéo a idade, os resultados sugeriram
gque pessoas mais velhas produzem membranas maiores comparadas a pessoas mais
jovens (MIRON et al., 2019a).

A manutengdo do tubo, com a amostra de sangue, em refrigeragao retarda a
coagulacao, o que é interessante para aumentar o tempo de trabalho na utilizagao do
PRF liquido (MIRON et al., 2022). Preferencialmente, as membranas produzidas
devem ser utilizadas logo apds seu preparo, para evitar a desintegracéo das plaquetas

e prejuizo na liberac&o de fatores de crescimento (SNEHA et al., 2022) (Figura 9).
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Figura 9: Imagem de sequéncia para obtengado de membrana PRF. A - coagulos PRF
na caixa de inox; B — caixa de inox, durante a prensagem do coagulo; C — membranas
produzidas.

Fonte: Acervo pessoal.

Outro fator importante na qualidade do PRF produzido, mas de dificil controle
clinico é a condicgdo sistémica, bem como habitos do paciente. A formagao do coagulo
depende do desencadeamento da cascata de coagulagao. Assim, a formacgao do PRF
pode ser comprometida em individuos com disturbios de coagulagcdo ou que fazem
uso de anticoagulantes. Aparentemente, o PRF em fumantes também pode ser
comprometido, pois o tabagismo afeta a ativagcédo plaquetaria (SRIRANGARAJAN et
al., 2021).
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4. Consideragodes finais

A ampla utilizagdo de concentrados sanguineos, especialmente o PRF, com
objetivo de favorecer o reparo tecidual conduziu a varios estudos, muitas vezes
conflitantes em relacdo a eficacia desses concentrados. Nesse cenario, emergiram
questdes sobre os fatores que podem interferir, negativamente ou positivamente, na
producdo de membranas de PRF. Assim, no presente estudo, foram analisados os
fatores que interferem nas propriedades fisicas e bioldégicas do PRF. Na literatura
consultada, foi observado que essas propriedades variam, principalmente, de acordo
com a Forga relativa de centrifugacéo (RCF-Relative Centrifugal Force), tempo de
centrifugacdo e o material do tubo utilizado na coleta de sangue, além das
caracteristicas do paciente.

Em relagdo ao tempo e a forga relativa de centrifugacao, observou-se que a
reducao em ambos possibilita a formagao de matrizes de fibrina com maior quantidade
de leucdcitos, plaquetas e fatores de crescimento (VEGF e TGF-y1). Esse fato é
devido a formagao de um coagulo com estrutura mais porosa, com maior espacgo entre
as fibras de fibrina(CHOUKROUN; GHANAATI, 2017). Esse fato contribui para o
aumento da capacidade de reparo tecidual.

Ja em relagdo aos tipos de tubos empregados para a produgado das membranas
de PRF, os tubos de vidro utilizados nos protocolos de preparagédo de membranas de
L-PRF, A-PRF e A-PRF+ (CHOUKROUN; MIRON, 2017) mostraram possibilitar maior
liberagdo do fator de crescimento VEGF da fibrina rica em plaquetas (PRF) em
comparagcao com os tubos de plastico. Ainda assim, os tubos de vidro permitem a
obtencdo de concentrados mais longos e densos na matriz PRF, possivelmente,
devido ao recrutamento de fibrinas, formando um arcabougo mais extenso, capaz de
aprisionar maior quantidade de plaquetas e leucdcitos (BONAZZA et al., 2016).

Os tubos de plastico revestido com silica sao capazes de formar fibras de fibrina
mais homogéneas na matriz do concentrado, em relacdo aos tubos de vidro. Isso se
deve a maior facilidade das microparticulas de silica se destacarem da parede do tubo
ficando distribuidas de forma dispersa na amostra de sangue (TSUJINO et al., 2019b).
Em contrapartida, as particulas de silica afetam negativamente a sobrevivéncia e
proliferacdo das células devido ao seu efeito de citotoxicidade (MASUKI et al., 2020;
MIRON et al., 2021; TSUJINO et al., 2019a, 2019b).
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No que se refere aos tubos de vidro revestidos com silicone, recentemente
introduzidos no mercado, produzem membranas significativamente menores quando
comparadas aquelas produzidas em tubos de vidro sem aditivos (MIRON et al., 2021).
Além disso, o silicone compromete a aderéncia dos glébulos vermelhos na parede do
tubo, o que compromete a coagulagao.

Quanto aos tubos de titanio, os estudos mostram que estes induzem agregacao
plaguetaria semelhante aquelas provocadas pelos tubos de vidro, formando uma rede
de fibrina bem estruturada continua e integra (TUNALI et al., 2014). A obtencéo da
membrana PRF por meio do tubo de titénio (T-PRF) pode ser mais benéfica visto que
o titdnio possui boa biocompatibilidade além de nao ser corrosivo (BHATTACHARYA
et al., 2020).

Por fim, no que diz respeito as condicdes sistémicas do paciente, a formacao
do PRF pode ser comprometida em individuos com disturbios de coagulagdo ou que
fazem uso de anticoagulantes, assim como o0 uso do sangue de pacientes fumantes

visto que o tabagismo afeta a ativagao plaquetaria (SRIRANGARAJAN et al., 2021).



35

5. Conclusao

A utilizacdo de concentrados sanguineos PRF representa uma terapia
adjuvante importante para melhorar o processo de reparo tecidual. Além de suas
propriedades bioldgicas, essa terapia € de baixo custo e facil execugao, o que a torna
muito acessivel aos clinicos em geral. Varios fatores interferem na produgao de PRF
de qualidade, sendo importante que os profissionais conhegam as caracteristicas de

cada protocolo PRF e padronizem sua utilizacdo de acordo com a necessidade clinica.
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