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Coagulo A™-PRF convencional versus coagulo A*-PRF com protocolo PomPac: Estudo comparativo do

comprimento.

RESUMO

Objetivo:
Este estudo teve por objetivo compreender se a temperatura a que a colheita sanguinea ¢é
acondicionada no protocolo Advanced Plus-Platelet Rich Fibrin (A"-PRF), interfere nos

resultados dimensionais dos codgulos.

Materiais e Métodos:

Dez voluntarios, sem histérico de toma de anti-coagulantes e com intervengdes cirurgicas
com tratamento com A'-PRF, foram submetidos a colheita de quatro tubos de sangue.
Dois tubos colhidos sob protocolo convencional e outros dois sob protocolo PomPac.
Apbs colheita procedeu-se & produgio de coagulos segundo o protocolo de A'-PRF,
previamente descrito na literatura (Ghanaati et al, 2014). Os codgulos (4x10 = 40) foram
submetidos a registo de dimensdes de comprimento. Posteriormente foi realizada andlise

estatistica dos dados.

Resultados:

A dimensdo média dos coagulos provenientes do protocolo A*-PRF convencional foi de
29,10 milimetros (mm) e os provenientes do protocolo com Pompac foi de 34,35 mm
(p<0,001; n=20). Para a dimens3o maxima registou-se para o protocolo A"-PRF o valor

de 35 mm e para o Protocolo A"-PRF com Pompac 41mm (p<0,001; n=20).

Conclusao:

Este estudo permitiu concluir que o protocolo A*-PRF com Pompac permite obter
codgulos com comprimento maximo e médio mais elevados que os obtidos com o
protocolo A"-PRF convencional. Estes fatos fazem do protocolo A'-PRF com Pompac
uma melhor escolha em detrimento do protocolo A'-PRF convencional no que respeita a

quantidade de biomaterial disponivel.

Palavras-Chave: A'-PRF; A-Platelet-rich fibrin; Blood collection; PomPac;

Temperature
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ABSTRACT

Purpose:
This study aimed to understand the temperature at which the blood collection is stored in
the Advanced Plus-Platelet Rich Fibrin (A" -PRF) protocol, interferes with the

dimensional results of clots.

Materials and Methods:

Ten volunteers, with no history of anticoagulants medication and undergoing surgical
interventions with treatment with A"-PRF, underwent collection of four tubes of blood.
Two tubes were collected under conventional protocol and another two under PomPac
protocol. After collection, clots were produced according to the A"-PRF protocol,
previously described in the literature (Ghanaati et al, 2014). The clots (4x10 = 40) were
submitted to length dimension recording. Subsequently, statistical analysis of the data

was performed.

Results:

The mean dimension of clots from the conventional A'-PRF protocol was 29,10
millimeter (mm) and those from the Pompac protocol was 34,35 mm (p<0.001; n=20).
For the maximum dimension, the value of 35 mm was recorded for the A*-PRF protocol

and 41 mm for the A™-PRF protocol with Pompac (p<0.001; n=20).

Conclusion:

This study allowed us to conclude that the A"-PRF protocol with Pompac allows to obtain
clots with higher maximum and average length than those obtained with the conventional
A"-PRF protocol. These facts make the A"-PRF protocol with Pompac a better choice

over the conventional A"-PRF protocol in terms of the amount of biomaterial available.
p

Key-words: A'-PRF; A-Platelet-rich fibrin; Blood collection; PomPac; Temperature
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I. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios da investiga¢do clinica prende-se com o desenvolvimento de
aditivos cirargicos bioativos que auxiliem a regulagdo da inflamagdo e aumentem a
velocidade do processo de cicatrizagdo e regeneracao tecidular (Dohan et al, 2006). Com
efeito, a pesquisa e o desenvolvimento de protocolos que promovam a hemostase, a
cicatrizacdo e a regeneracdo tecidular sdo uma questdo recorrente em todas as areas
cirargicas (Del Corso et al, 2012).

Otimizar estes processos ¢ um objetivo fundamental no campo da biotecnologia na area
da Medicina Dentiria, em que as melhores modalidades de tratamento sdo
frequentemente inspiradas no mecanismo natural de cura do organismo humano. Entre
elas, a fibrina rica em plaquetas (PRF) lidera a frente com uma grande quantidade de
evidéncias de estudos apoiando a sua eficicia (Desai M., Home Page Periospot).

Desde a sua criagdo em 2001 por Joseph Choukroun (Dohan et al, 2006) que este tem
sido sujeito a pesquisas aprofundadas sobre as aplicagdes clinicas, agdes biologicas,
varias modificagdes técnicas e otimizagdes (Miron et al, 2017). Evoluiu para se tornar um
dos concentrados de plaquetas mais amplamente usado na medicina dentaria,
evidenciando-se no tratamento de recessdes gengivais (Shetty et al, 2014), na regeneracao
Ossea guiada em defeitos 0sseos periodontais (Castro et al, 2016; Miron et al 2017; Liu
et al, 2019; Fahimipour et al, 2020), na cirurgia oral (Choukroun et al, 2006) e peri-
implantar (Diss et al, 2008; Simonpieri et al, 2009) e na endodontia regenerativa
(Shivashankar et al, 2017; Zein et al, 2019; Chisini et al, 2019).

A principal meta ¢ conseguir numa amostra de sangue, todos os elementos que possam
ser utilizados para a promogao de angiogénese, hemostasia e controlo local da inflamagao,
tais como: plaquetas, leucocitos e citoquinas. A meta foi alcangada com o A"-PRF que se
traduz num codgulo que possui os elementos chave necessarios para promover a
cicatrizagdo e a regeneracdo dos tecidos: a fibrina (servindo como matriz tridimensional
de suporte), as plaquetas (ricas em fatores de crescimento) e células do hospedeiro
(principalmente as varias populagdes de leucdcitos e células-tronco mesenquimais,
fundamentais no processo antibacteriano, neovascularizacio e propriedades
regenerativas) (Choukroun et al, 2006; Agrawal, 2017).

Para além das plaquetas e dos leucdcitos, as citoquinas sdo de extrema importancia neste
biomaterial, mas ¢ a matriz de fibrina que os suporta e auxilia na constitui¢do dos

elementos realmente responsaveis pelo potencial terapéutico do PRF (Gaultier et al, 2003;



Simonpieri et al, 2004; Del Corso et al, 2012) possuindo propriedades mecanicas que
nenhum outro concentrado rico em plaquetas oferece (Wu et al, 2012).

O interesse significativo da utilizacdo de PRF na area da Medicina Dentéria surge por ser
de preparo extemporaneo e facilmente produzido na cadeira do consultério a partir do
proprio sangue do paciente (Fan et al, 2020) o que elimina qualquer risco de transmissao
de doencas (Tatullo et al, 2012). Com um processamento simplificado e com uma unica
centrifugacdo, sem aditivos ou anticoagulantes e ndo sujeito a manipulagdo bioquimica
de sangue, conseguiu colocar fim as complicagdes legais da manipulagdo sanguinea
(Chatterjee et al, 2019).

Porém por ser totalmente autélogo e cem por cento natural (Dohan et al, Part I, 2006;
Dohan et al, Part 11, 2006) as quantidades produzidas sdo baixas, estando esta limitagao
relacionada com a utilizagdo ndo sistematica deste biomaterial (Borie et al, 2015). O
coagulo de A'-PRF apresenta caracteristicas otimizadas perante os outros PRF e
concentrados plaquetarios, no entanto ¢ o protocolo que entrega menor quantidade de
biomaterial final (El Bagdadi et al, 2019). Apresentando assim, como todas as técnicas,
as suas vantagens e limitacdes (Tabela 1).

Numa busca constante de melhoria, em Setembro de 2020, Choukroun divulga uma nova
otimizag¢do ao protocolo de PRF: a utilizagdo do Kit PomPac. Esta implica a colheita da
amostra sanguinea com acessorios e acondicionamento da amostra a uma temperatura de
4 graus Celsius (°C) o que promete obter coagulos de fibrina maiores, alterando apenas a
temperatura entre o periodo da colheita e a centrifugagao.

Ainda ndo ha evidéncia cientifica desta evolugdo introduzida por Choukroun, estando de
momento a serem distribuidos os kits PomPac pelos representantes a nivel mundial.

A confirmacao desta realidade podera trazer beneficios aos protocolos desenvolvidos por
Choukroun permitindo que este biomaterial retina caracteristicas vantajosas perante todos
os outros biomateriais, tanto no que respeita as suas propriedades como a quantidade de

biomaterial final disponivel.



I1. DESENVOLVIMENTO

1. Advanced plus-platelet rich fibrin (A"-PRF)

Em 2014 Joseph Choukroun desenvolveu o “CHOUKROUN’S Advanced PRF”
introduzindo um novo protocolo de centrifugacdo seguindo a teoria do “conceito de
centrifugacdo em baixa velocidade”. A redu¢do da forca de centrifugacao relativa (RCF)
de acordo com o conceito de centrifugagdo de baixa velocidade (LSCC) (Fujioka-
Kobayashi et al, 2017) resultou num aumento de libertacdo de fatores de crescimento e
formacdo de uma estrutura angiogénica (Masuki et al, 2016; Miron et al 2017),
verificando-se uma melhoria nas propriedades de degradacdo mecanica e quimica da
matriz de fibrina (Herrera-Vizcaino et al, 2019).

Este conceito foi apresentado como uma ferramenta capaz de gerar matrizes de PRF mais
bioativas contendo altas concentracdes de leucocitos e plaquetas, bem como liberagao
avancada de fatores de crescimento, de acordo com os requisitos clinicos (Choukroun et
Ghanaati, 2017).

O fator mais critico que pode afetar o sucesso da formag¢dao do codgulo de PRF na
cicatrizagdo e regeneracdo ¢ a qualidade da preparacdo, requerendo bom
conhecimento/habilidades do clinico sobre produgdo, preparacdo e conservacao do
codgulo otimizando/aumentando a eficiéncia e qualidade clinica (Simonpieri et al, 2009).
Neste protocolo o sangue ¢ colhido antes do procedimento cirurgico diretamente do
paciente por pungdo intravenosa, sem adi¢do de anticoagulante, em tubos de vidro de 10
mililitros (ml) que sdo imediatamente centrifugados (Dohan Ehrenfest et al, 2018). O
grupo de Choukroun estudou e modificou ainda mais o PRF produzindo o A'-PRF
(protocolo elencado na Tabela 2) levando em consideragdo que a forga de centrifugacao
tem efeito direto sobre a quantidade de células aprisionadas dentro da matriz de PRF
(Fujioka-Kobayashi et al, 2017). Este conceito otimizou as propriedades do codgulo com
a presen¢a de um maior niimero de plaquetas e leucdcitos na rede de fibrina (Pitzurra et
al, 2020). A matriz de fibrina formada mostra uma estrutura mais porosa (Ghanaati et al,
2014; Miron et al, 2017) com uma populacdo de células uniforme, permitindo mais
espago para o aprisionamento celular e assim uma maior e mais sustentada libertacdo de
fatores de crescimento e glicoproteinas ao longo do tempo (Ghanaati et al, 2014; Masuki
et al, 2016; Fujioka-Kobayashi, 2017; Choukroun et al, 2017; El Bagdadi et al, 2019) até
um periodo de 10 dias (Ghanaati et al, 2014; Kobayashi et al, 2016; El Bagdali et al,
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2019), em comparacdo com L-PRF e PRP (Kobayashi et al, 2016; El Bagdali et al, 2019;
Pitzurra et al, 2020).

Um estudo de Fujioka-Kobayashi e colaboradores em 2017 demonstrou que o codgulo de
A"-PRF revelou um nivel significativamente aumentado de fatores de crescimento
liberados (Tabela 3) em comparagdo com A-PRF e L-PRF, sendo este o mais alto de todos
os grupos de concentrados plaquetarios (Dohan et al, 2006; Masuki et al, 2016).

Além disso, existem grandes quantidades de fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGFs) liberados principalmente dos granulos alfa (o) das plaquetas
(Ghanaati et al, 2018), que atuam como um regulador essencial para a producdo de
colagénio e migragdo e proliferacao de células mesenquimais (Fujioka-Kobayashi et al,
2017; Ghanaati et al, 2018).

Assim, a cura aprimorada e o conforto do paciente de maneira econdmica sdo o0s
destaques do A"-PRF (Gupta et Agarwal, 2021) porém com volume limitado e baixa
quantidade de biomaterial final disponivel (Borie et al, 2015) inclusive quando

comparado com outros PRF (El Bagdadi et al, 2019) (Figura 1).

1. Material bioldgico obtido

O PRF ¢ formado pela separacdo do sangue, apos centrifugacdo, em varios componentes,
incluindo hemacias, plasma, leucocitos e plaquetas. O concentrado final do PRF ¢ um
concentrado de leucocitos, plaquetas e fibrina. As 3 camadas distintas visiveis apds
centrifugacdo sdo: globulos vermelhos na parte inferior, um codgulo de PRF no meio e
uma camada superior de sobrenadante de plasma (plasma pobre em plaquetas) (Dohan et
al, 2000).

O coagulo PRF ¢ composto por duas partes principais observavel a olho nu: uma porcao
amarela de fibrina, constituindo o corpo principal, e uma por¢ao vermelha localizada no
fim do codgulo (cheio de hemadcias). Entre essas duas areas, uma camada esbranquicada
chamada de "camada leucocitaria" pode igualmente ser observada a olho nu (Dohan
Ehrenfest et al, 2010; Ghanaati et al, 2014) (Figura 2).

O PRF pode ser usado diretamente como um coagulo/clot (Figura 3A), ou apos a
compressao como plug (Figura 3B) ou como membrana (Figura 3C) mediante a finalidade

do tratamento (Simonpiere et al, 2009).



2. Coagulacio sanguinea

A coagulagdo sanguinea representa um dos processos mais estudados na modelagem
biomédica. No entanto, as aplicagdes clinicas desta modelagem permanecem limitadas
devido a complexidade deste processo e devido a grande variacdo interpaciente das
concentragdes de fatores sanguineos, constantes cinéticas e condi¢des fisiologicas (Ratto
et al, 2021).

O processo de coagulagdo envolve os mecanismos de formagao do codgulo no local da
lesdo, a prevencao do crescimento incontroldvel do coagulo e a lise do codgulo. Esse
processo ¢ caracterizado por uma série de reacdes que envolvem plaquetas, hemacias,
fatores de coagulacdo e anticoagulantes em um procedimento de trés estagios. No
primeiro estagio do processo, denominado hemostasia primaria, ¢ formado um coédgulo
inicial branco soluvel, constituido principalmente de plaquetas ativadas. No estagio
seguinte, a hemostasia secundaria, os fatores de coagulagdo inativos, que existem no
plasma em condigdes fisiologicas, sdo ativados. Em um processo complexo, os fatores de
coagulagdo promovem a transformacdo / conversdo do coagulo branco soluvel e
fibrinogénio em um coagulo insoltvel e estavel e uma matriz de fibrina (Gale, 2011;
Rustem et al, 2004).

Quando o sangue ¢ removido do corpo e colocado em um tubo de ensaio de vidro, os
globulos vermelhos (RBCs) sdo capazes de se agregar e o sangue inicia o processo de
coagulacdo com o simples contato com as paredes do tubo (Naik et al, 2013), e as
plaquetas sdo ativadas durante a centrifugacdo (Kobavashi et al, 2012; Fujioka-

Kobayashi, 2017; Louka et al, 2021).

1. Efeito da temperatura nas plaquetas, funcdo plaquetaria, fibrinogénio e fatores de

coagulacdo

A temperatura tem um papel muito importante na qualidade do codgulo, ou seja, se
através da temperatura atrasarmos a coagulacdo, o fibrinogénio ndo ¢ consumido no
momento da colheita de sangue, o que permitira obter codgulos com maiores dimensdes,
tendo sido esta a afirmacdo de Choukroun em 2020 na apresentacdo do Kit Pompac a
utilizar no protocolo A"-PRF (Tabela 4).

A diminuicdo acentuada de temperatura tem efeitos marcados nas plaquetas, fungdo

plaquetaria, fibrinogénio e fatores de coagulagdo; tendo um impacto negativo na geragao



de trombina visto inibir maioritariamente a fase de iniciacdo de formagdo da mesma
(Martini, 2009).

Um estudo in vitro demonstrou que a diminui¢do de temperatura promove a diminui¢ao
da funcao plaquetaria e reduz a atividade das plaquetas. Confirmou igualmente a inibigao
dos fatores de coagulagdo e a implicagdo da fun¢do plaquetéria provavelmente resultado
do comprometimento da trombina induzida pela diminui¢do da temperatura. Esta
diminui¢do leva também a mudangas dindmicas no metabolismo do fibrinogénio
diminuindo a sintese de fibrinogénio em comparacdo com a normotermia. Alteracdes
moleculares, como a diminui¢cdo na rede de fibrina associada a temperatura, foram
acompanhadas por efeitos celulares, como a menor atividade das plaquetas e a quase
auséncia de rede de fibrina a 4°C (Martini, 2009; Jeppesen et al, 2017; Wallner et al,
2020) (Figura 4).

Wolberg et al (2004) afirmaram que principalmente as plaquetas e as células portadoras
de fatores de coagulagdo sdo potencialmente afetadas pela temperatura. A polimerizagao
da fibrina ¢ desencadeada pelo contato entre o fator de coagulagao XII e a superficie do
vidro do tubo de colheita. Os tubos utilizados em A*-PRF sdo de vidro o que ja por si
atrasa a coagulacdo, ao contrario dos tubos de pléstico revestidos de silica que facilitam
a coagulacdo. A combinagdo do uso de tubos de vidro e a colheita com temperatura a 4°C
levam a acreditar que estes dois fatores induzem, no protocolo desta técnica, um potencial
deficit na disponibilidade de fibrinogénio e um atraso na geracdo de trombina,
consequentemente inibindo a funcdo de coagulacdo na pré-centrifugacdo. Assim sendo,
permite a separacao eficaz dos componentes na centrifugagdo e a formagao do codgulo
pelo processo de coagulacdo natural na pds-centrifugacdo (Aizawa et al, 2020).

Para o sucesso da técnica ¢ necessario que a recolha do sangue e a transferéncia para a
centrifugadora sejam o mais rapido possivel. Este requisito ¢ de extrema importancia uma
vez que como o tubo ¢ desprovido de anticoagulantes, em poucos minutos o sangue inicia
a coagulagdo, com a ativacdo das plaquetas, dando inicio a cascata de coagulagdo com o
simples contato do sangue no tubo de colheita. Deste modo, ¢ imprescindivel que a

centrifugacdo seja feita imediatamente apos a colheita (Naik et al, 2013).



3. Objetivo do estudo

Esta investigagdo teve como objetivo verificar se a temperatura a que a colheita sanguinea
¢ efetuada no protocolo de A'-PRF, interfere no comprimento do coagulo de A'-PRF
obtido. Para isso foram preparados coagulos de A'-PRF provenientes de colheitas
sanguineas convencionais a temperatura ambiente (21°C) sendo estes comparados com
codgulos provenientes de colheitas sanguineas sob o protocolo PomPac (4°C). Os
coagulos sujeitos a comparagdo foram provenientes do mesmo dador para garantir as
mesmas caracteristicas sanguineas.

No final espera-se a produgio de coagulos de acordo com o protocolo A'-PRF, retratando
metade da amostra coagulos origindrios de colheita a temperatura ambiente e outra
metade da amostra correspondente a codgulos provenientes de colheitas segundo o
protocolo Pompac.

Tendo-se assim como objetivo estabelecer uma comparagao entre os valores encontrados
validando ou ndo a conclusdo de que o protocolo Pompac pode produzir um coagulo com
maior comprimento, apenas alterando a temperatura da colheita até a centrifugacao. Esta
introdug@o ao protocolo anuncia permitir maior quantidade de material biologico para
aplicacdo em enxertos Osseos e tecidulares na cavidade oral, recorrendo a mesma
quantidade de sangue colhido ao individuo.

Apesar de existir a garantia de Joseph Choukroun de que com o protocolo Pompac
obteremos coagulos maiores, como é uma inovagao ao protocolo A"-PRF em langamento
e em experimentagdo clinica inicial a nivel mundial, ndo ha ainda, até onde sabemos,
estudos comparativos diretos na literatura entre o protocolo A"™-PRF e o protocolo A'-
PRF com metodologia Pompac.

Este estudo procura assim ser um estudo piloto, em que testard ambos os protocolos numa

escala reduzida conduzida a vista de uma investiga¢cdo maior.

4. Materiais e Métodos

A. Aprovagao Etica
Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Universidade Fernando Pessoa (N°

FCS/MED — 109/20-2) (Anexo 1).



O consentimento informado por escrito foi obtido de todos os participantes do estudo. O
estudo foi realizado em conformidade com a Declaragdo de Helsinquia (Anexo 2).

Todos os procedimentos respeitaram as normas da Dire¢do Geral de Saude em vigor.

B. Populagao

Um total de 10 voluntarios participaram deste estudo dos quais 6 eram mulheres e 4
homens. Eram pacientes com intervengdes clinicas agendadas que incluiam tratamento
coadjuvante com uma das formas finais de A"-PRF.

Os critérios de exclusdo foram histdrico de toma de anticoagulantes.

Foi mantido o anonimato de todos os pacientes, sendo atribuido a cada voluntario um
codigo (de 1 a 10), em que ao cddigo correspondente estava associado o registo do

comprimento dos codgulos e o consentimento informado, respetivos.

C. Colheita de sangue e preparacdo das amostras

A cada voluntario, sem histérico de toma de anticoagulantes, foram colhidas quatro
amostras de sangue com coletor de sangue butterfly “BC12” (21Gx3/4, Lote 19-03,
Validade 02-2024). Sempre que necessario recorreu-se ao visualizador portatil de acesso
venoso (Modelo Z2Y-725, Z-IMAGING®, Standard N° GB4706. 10-2008). Os tubos
utilizados foram tubos de vidro de vacuo simples de 10ml, sem adi¢do de qualquer aditivo
(“A-P by CHOUKROUN®”, Lote 19-06-KA, Validade 05-2021) (Figura 5).

Dois dos tubos foram submetidos a colheita sanguinea com protocolo Pompac (estes
foram identificados com “PP” previamente) e os outros dois tubos com colheita
convencional, em que a temperatura ambiente estava regulada para 21°C.

O kit Pompac, os tubos de colheita e o coletor de sangue foram retirados do frigorifico
(regulado a uma temperatura controlada e vigiada de 4°C) apenas no momento da
colheita. Os tubos com identificagdo “PP” foram acondicionados na vertical sempre no
Kit PomPac imediatamente apds a sua retirada do frigorifico, antes da colheita e apds a
colheita, para acondicionamento continuo a temperatura de 4°C (Figura 6).

Ap0s os quatro tubos de sangue serem preenchidos, foram imediatamente colocados na
centrifugadora “DUO Quattro PRF PROCESS® by CHOUKROUN”, (Serial Number
LA 192AMO0000144, Data de Fabrico 2019) e posicionados opostos um ao outro, para
garantir a correta calibracdo do equipamento. A tampa da centrifugadora foi fechada,
selecionado o programa A'-PRF (centrifugacdo e tempo de 1300 rpm por 14 minuto,

respetivamente, assumidos automaticamente) e ativado o botao “Stars” (Figura 7).
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Entre a colheita e o inicio da centrifugagdo nunca foi excedido o tempo de 2 minutos.
Decorridos os 14 minutos de centrifugacdo, a centrifugadora abriu automaticamente e as
amostras estavam prontas para preparacao dos coagulos.

As colheitas assumiram cdodigo igual ao consentimento informado do voluntario dador.

D. Preparagdo do coagulo

Os 4 tubos foram retirados da centrifugadora, retiradas cuidadosamente as tampas e
colocados no suporte do Kit A-PRF em repouso durante 5 minutos pds centrifugacgao.
Decorridos esses 5 minutos foram retirados os codgulos com pinga de preensdo. Com o
coagulo suspenso pela pinga e com a ajuda da tesoura realizou-se a separagao do coagulo
dos globulos vermelhos. De forma individual colocou-se o coagulo sobre a mini-bandeja
protegida com compressa para retirar os restantes vestigios de células vermelhas. Apos a
preparacao do codgulo, este foi acondicionado na Box de A-PRF para o efeito (Figura 8).
Este processo foi efetuado de forma igual e sucessiva para os 4 coagulos.

Apos o acondicionamento dos quatro coagulos na Box de A-PRF estes estavam prontos
para medicao.

Estes procedimentos foram realizados pela autora desta tese, detentora de curso prévio de
Licenciatura em Enfermagem com términus em 2003, que a habilita a colheita sanguinea
(Anexo 3) e do “Curso de PRF — Fibrina Rica em Plaquetas — Advanced PRF e Injectable-
PRF” realizado em 2019 e ministrado pelo inventor do PRF Dr. Joseph Choukroun, que

a habilita a realizacdo dos protocolos desta técnica (Anexo 4).

E. Medicio do comprimento do coagulo A" PRF

Antes da medi¢do do comprimento dos coagulos, foi garantido que os coagulos se
encontravam o mais alinhado possiveis dentro das possibilidades técnicas da Box de A-
PRF. Esta medi¢cdo foi realizada pelo Médico Dentista que efetuou o procedimento
cirurgico que se seguiu, fazendo assim com que nunca fosse previamente conhecido de
que tipo de protocolo (Pompac ou convencional) os presentes codgulos tinham provido.
A medicao do comprimento dos coagulos foi realizada com craveira digital em milimetros
(Figura 8).

Este procedimento foi repetido criteriosamente nos 4 coagulos dos 10 voluntarios.

F. Dados e analise estatistica

Os comprimentos dos codgulos foram registados em milimetros (mm) para cada coagulo.
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Esta informagdo permitiu a constru¢do de um grafico onde evidencia a comparagdo do
comprimento médio dos coagulos obtidos com colheita convencional e o comprimento
médio dos coagulos obtidos com colheita com protocolo Pompac.

Os dados foram colhidos em Microsoft Excel e as andlises estatisticas foram realizadas

com SPSS.

5. Resultados

A avaliagdo do tamanho dos coagulos obtidos foi baseada na quantificagdo do
comprimento obtido para cada coagulo colhido sob protocolo convencional
comparativamente com os colhidos sobre protocolo Pompac.

O comprimento das 2 amostras (2 réplicas) de codgulo obtidas para cada um dos 10
voluntarios para o protocolo A"-PRF e as outras 2 amostras para o protocolo A"-PRF com
PomPac apresentaram diferengas significativas de comprimento dentro do mesmo
protocolo (teste t para grupos emparelhados, p<0,001 em ambos os tratamentos). Por esta
razao, a comparagao dos dois protocolos foi realizada utilizando todos os valores das 2
amostras para cada um dos protocolos por voluntario.

Os resultados de medicdo de comprimento apresentam alguma variabilidade dentro e
entre os grupos (Tabela 5).

A partir da avaliagio do comprimento dos 20 codgulos A*-PRF com protocolo de colheita
convencional e dos 20 coagulos A'-PRF com protocolo de colheita com Kit PomPac
verificou-se que os coagulos analisados pelo protocolo A"™-PRF com PomPac apresentam
um comprimento, quer médio, quer maximo superior ao verificado pelo protocolo A'-
PRF convencional (Tabela 6). Esta diferenca mostrou-se estatisticamente significativa

(t=-12,43, p<0,001) (Tabela 7).

III. DISCUSSAO

Com este estudo pretendeu-se avaliar a existéncia de alguma diferenca nas dimensdes de
tamanho entre coagulos A*-PRF com protocolo de colheita convencional e codgulos A'-
PRF com protocolo de colheita com Kit Pompac (em que os acessorios utilizados no

procedimento de colheita € no armazenamento das amostras até a centrifugacdo sao
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retirados do frigorifico que se encontra regulado a temperatura de 4°C). Consideramos
esta uma questdo relevante, uma vez que com a introducao do Kit Pompac no protocolo
de A"-PRF podemos melhorar as dimensdes dos nossos codgulos, permitindo com o
mesmo sangue colhido no individuo obter maiores codgulos e maior quantidade de
material bioldgico para a elaboracio de “clots”, “plugs”, membranas e “stick bone” para
utilizagdo em cirurgia de regeneracdo tecidular e Ossea.

Com os resultados obtidos, ¢ possivel afirmar que os coagulos de A"-PRF com protocolo
de colheita com Kit Pompac apresentam maiores dimensdes que os coagulos A"-PRF com
protocolo de colheita convencional. Os coagulos A"-PRF com protocolo de colheita com
Kit Pompac apresentaram comprimento méximo de 41 mm e os coagulos A"-PRF com
protocolo de colheita convencional comprimento méximo de 35 mm (p=<0,001 usando
teste t para grupos emparelhados; n = 20).

Em relagdo ao comprimento médio, os coagulos A"-PRF com protocolo de colheita com
Kit Pompac apresentaram comprimento médio de 34,35 mm e os coagulos A'-PRF com
protocolo de colheita convencional comprimento médio de 29,10 mm (p=<0,001 usando
teste t para grupos emparelhados; n = 20).

Observamos que os coagulos A"-PRF em cada protocolo ndo obtiveram o mesmo
comprimentos em cada voluntario, indicando que as caracteristicas de cada coagulo ¢
diferente de individuo para individuo. Verificamos assim a existéncia de variacdo ao
produzir coagulos A"-PRF o que nos mostra ndo se poder esperar obter a maior dimensao
possivel.

Sabemos que o A-PRF apresenta maior concentragdo de fatores de crescimento na sua
matriz de fibrina comparativamente a qualquer outro agregado plaquetario, aumentando
a taxa de regeneracdo dos tecidos quando aplicado em ferida cirtrgica. Contudo,
baseando-nos nas evidéncias cientificas, até a0 momento o nico item que nao permitia
coloca-lo como o codgulo de agregado plaquetario com melhores caracteristicas globais
era o tamanho inferior quando comparado com coagulos obtidos com outros protocolos.
A altera¢dao do protocolo com a introducdo do kit Pompac aliado a maior dimensao do
coagulo que este origina, parece torna-lo o material autélogo e 100 por cento (%) natural
mais adequado para regeneracao tecidular.

Como objetivo, tinha-se produzir coagulos de A"-PRF com protocolo de colheita
convencional e codgulos A"-PRF com protocolo de colheita com Kit Pompac, o que foi
alcangado. Procurou-se também encontrar a diferenca nas propriedades dimensionais do

coagulo de ambos os protocolos sendo o propodsito conseguido. Provou-se que de facto a
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colheita com o acondicionamento a temperatura de 4°C produz coagulos com
comprimento superior. Isto revela que, quando aplicado em vérias situacdes clinicas, os
codgulos de A"-PRF com colheita com protocolo Pompac permite obter coagulos
maiores. Com este estudo, pode-se aconselhar os Médicos a usar coagulos A"-PRF com
colheita sob protocolo Pompac, em vez da colheita convencional, para obter coagulos
com maiores dimensdes com a mesma quantidade de sangue colhido no paciente.

Ao aumentar o tamanho do coagulo conseguimos aumentar o campo de exposicao que
resultard em um maior tempo de absor¢ao, prolongando os efeitos de libertacao de fatores
de crescimento e leucocitos onde o coagulo for aplicado, nas suas diversas formas

possiveis.

IV. CONCLUSAO

O A'-PRF traduz-se numa fonte autéloga que fornece uma concentragdo sobrenatural de
plaquetas, de fatores de crescimento e leucdcitos que simplificou drasticamente o
procedimento de preparacdo de biomateriais concentrados em plaquetas e facilitou a sua
aplicacdo clinica.

O objetivo da tecnologia PRF ¢ extrair uma amostra de sangue dos pacientes que contém
esses elementos chave e prepara-la clinicamente para uso imediato em qualquer situagao
clinica para melhorar a cura e para promover a regeneracao do tecido.

O uso de PRF permite a entrega local de uma matriz de fibrina, células, fatores de
crescimento e proteinas que fornecem propriedades bioldgicas para promover a
neovascularizagdo, acelerando potencialmente a cicatrizacdo e regeneragdo de tecidos,
enquanto ao mesmo tempo reduz a morbilidade devido ao seu efeito antibacteriano e
hemostatico e sem efeitos e rejeicao.

O futuro do PRF e suas aplicacdes em Medicina Dentéaria na regeneracdo dos tecidos
moles e dsseo tem diversas aplicagdes terapéuticas dependendo agora da sua coeréncia e
clareza cientifica.

Estudos cientificos independentes sdo necessarios para validar e padronizar os protocolos
PRF o que ird melhorar os resultados terapéuticos.

Através deste estudo podemos afirmar que existe formagio de coagulos de A"-PRF com
maiores dimensdes quando a colheita ¢ feita com o protoloco Pompac. Estes resultados

mostram um futuro promissor no campo da aplicagio de coagulos de A"-PRF permitindo
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maiores codgulos com a mesma quantidade de colheita de sangue. Conforme mostrado,
os coagulos de A"-PRF com colheita sob protocolo Pompac tém dimensdes maiores
quando comparadas com os coagulos A"-PRF com protocolo de colheita convencional.
Por esse motivo, acreditamos que a introducdo do Protocolo Pompac na confegdo de
coagulos A'-PRF sera benéfica, uma vez que oferece maior quantidade de material
bioldgico para utilizacdo em intervengdes cirurgicas.

Os resultados do atual estudo suportam a aplicagdo clinica do A"-PRF como o PRF com
mais vantagens, contudo ainda faltam eficécia clinica e significado clinico.

A relevancia e a viabilidade deste conceito de engenharia de tecidos devem ser
comprovadas por meio de estudos in vitro.

O alcance das aplicagdes clinicas do A"-PRF é amplo, porém, um conhecimento preciso
deste, da sua eficacia e dos seus limites sdo necessarios para otimizar o seu uso
sistematico na pratica clinica didria.

No entanto, outros estudos clinicos devem demonstrar até que ponto a aplicagdo de baixas
temperaturas (4°C) na colheita de sangue para obter codgulos A™-PRF ira beneficiar os
resultados clinicos.

Evidéncias rigorosas obtidas de grandes ensaios clinicos randomizados de alta qualidade
devem ser apresentados. Os investigadores devem compreender a natureza real da terapia
com concentrados plaquetéarios (ou seja, terapia adjuvante), padronizar os protocolos de
preparacao (por exemplo, escolha de centrifugadoras e tubos) e aplicagdo clinica (por
exemplo, avaliacdo das condi¢des do recetor). Assim, como conclusdo deste estudo o que
se propde ¢ padronizar a qualidade, os protocolos e os diagndsticos. Acreditando que
estudos especificos de bioengenharia devem possibilitar a padronizagdo desta importante
estratégia terapéutica.

Atualmente ¢ uma técnica minimamente invasiva, com baixos riscos e resultados clinicos
bastante satisfatorios. Contudo, serdo necessarios mais estudos, com resultados
histologicos padronizados que confirmem estes resultados clinicos satisfatorios.

Com base neste estudo e na literatura, o uso de A"-PRF pode ser aconselhado em termos
de cicatrizacdo dos tecidos da cavidade oral. No entanto, ndo existem estudos clinicos
que apoiem a utilizagdo de um ou outro protocolo para a preparacdo de PRF. Portanto,
ainda € necessario tempo para atingir o nivel de conhecimento suficiente para a relevancia

clinica do protocolo de preparagdo do PRF ideal.
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Mais estudos sdo aguardados a fim de comprovar os efeitos benéficos da utilizagdo do
Kit Pompac no protocolo de A™-PRF assim como a regulamentagio dos protocolos de

preparagao.
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Anexo 1

Parecer positivo da Comissao de Etica da Universidade Fernando Pessoa
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Anexo 2

Consentimento Informado

Colheitas N°

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Considerando a “Declaragéo de Helsinquia™ da Associagdo Médica Mundial

(Helsinquia 1964; Toquio 1975; Veneza 1983; Hong Kong 1989; Somerset West 1996 e Edimburgo 2000)

Designagéo do Estudo:

Este estudo terd como objetivo verificar se a temperatura a que a colheita sanguinea ¢é efetuada
no protocolo de A™-PRF, interfere no comprimento do codgulo de A'-PRF obtido. Para isso serdo
realizados codgulos de A'-PRF provenientes de colheitas sanguineas a temperatura ambiente
sendo estes comparados com coagulos provenientes de colheitas sanguineas sob o protocolo
PomPac. Os coagulos sujeitos a comparagdo serdo provenientes do mesmo dador para garantir
as mesmas caracleristicas sanguineas.

Eu, abaixo-assinado,

compreendi a explicagdo que me foi fornecida acerca da minha participagio na investigagao
que se tenciona realizar, bem como do estudo em que serei incluido. Foi-me dada cportunidade
de fazer as perguntas que julguei necessanas e de lodas oblive resposta satisfatoria.

Tomei conhecimento de que, de acordo com as recomendagdes da Declaragdo de Helsinguia,
a informagdo ou explicagdo que me foi prestada versou os objelivos e os métodos e, se ocorrer
uma situagdo de pratica clinica, os beneficios previstos, os riscos polenciais e o eventual
desconforto. Além disso, foi-me afirmado gue tenho o direito de recusar a tedo o tempo a minha
participagdo no estudo, sem gue isso possa ter como efeito qualquer prejuizo pessoal.

Por isso, consinto que me seja aplicado o métedo ou o tratamento, se for caso disso, propostos
pelo investigador.

Data: ! 1202

Assinatura do voluntério:

O Investigador responsavel: Claudia Scfia Pinto e Silva Cardoso

Assinatura:

Comissao de Etica da Universcade Femando Pessoa
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Anexo 3

Certificado da Licenciatura em Enfermagem




Anexo 4
Certificado do Curso PRF - Fibrina Rica em Plaquetas — Advanced-PRF e
Injectable-PRF por Dr .Joseph Choukroun

-

LUSOBIONIC
ACADEMY

W
CERTIFICATE

THIS CERTIFICATE IS PRESENTED TO

Dr.* Claidia Cardoso

N SEPTEMBER 14TH-
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Figura 1

PRF A-PRF A*-PRF

Figura 1. Comparagio de biomaterial final disponivel entre PRF s (El Bagdadi et al, 2019)



Figura 2
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Anadlise de microscopia de luz dos
coagulos PRF. A e B: As coloragdes de
hemalaun e eosina ndo foram suficientes
para distinguir corretamente os varios
corpos celulares aprisionados na matriz
de fibrina. C e D: Utilizando a coloragao
com tricromio de Masson, foi possivel
separar mais facilmente agregados
plaquetarios e leucécitos (azul escuro) de
hemacias (vermelho). As ampliagdes (G)

sdo indicadas em cada painel.

Scan total de um coagulo de fibrina ao
longo de seu eixo longitudinal
(coloracdo de Masson-Goldner). RBC
representa a fracdo de glébulos
vermelhos; a camada leucocitéria (BC) ¢

a zona de transformagdo entre a fragdo de

hemacias e o coagulo de fibrina, e FC

J representa o coagulo de fibrina.

Figura 2. Andlise de microscopia de luz do codgulo PRF (Dohan Ehrenfest et al, 2010) e Scan total de

um coagulo de fibrina ao longo de seu eixo longitudinal (Ghanaati et al, 2014)
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Figura 3

Figura 3A — Coagulo/ “Clot”

Figura 3B — “Plug”

Figura 3C - Membrana

Figura 3. Material obtido do PRF (Imagens de autoria propria)
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Figura 4

Observa-se a quase auséncia de uma rede de fibrina a 4°C (A) e uma maior densidade de fibrina
em condicdes de 37°C (C) em comparagdo com a rede de fibrina formada a 24°C (B). Isso também

¢ visivel em paralelo no que respeita a atividade.

merge iFXIlla WGA

4°C

Influéncia da temperatura na coagulagdo e funcdo plaquetaria visualizada com imagem confocal
ao vivo em tempo real. Fotos representativas de um voluntario saudavel em que se visualiza a
rede de fibrina (verde), agregados plaquetarios (amarelo) e eritrécitos (vermelho) a 4°C (primeira
linha), 24°C (linha do meio) e 37°C linha abaixo). Canal fundido (coluna esquerda), assim como
canal iFXllla (coluna mediana) e o canal WGA (coluna da direita) sdo mostrados. Como esperado,

a densidade de rede de fibrina aumenta com a temperatura, bem como a atividade plaquetaria.

Figura 4. Influéncia da temperatura na formagdo da rede de fibrina e atividade plaquetaria a 4°C, 24°C e

37°C (Walner et al, 2020)
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Figura 5

Figura 5. Colheita de sangue (imagens de autoria propria)

31



Figura 6

Figura 6. A"-PRF com Pompac (imagens de autoria propria)
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Figura 7

Figura 7. Centrifugacéo e obten¢do de coagulos (imagens de autoria propria)
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Figura 8
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Figura 8. Preparagdo e medi¢@o do codgulo (imagens de autoria propria)
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Tabela 1

- E um produto totalmente autélogo;

- Minimiza a manipulagdo do sangue sem manipulagdo bioquimica;

- Néo requer trombina bovina, pois a polimerizagdo ocorre naturalmente;

- Matriz de fibrina PRF contém fatores de crescimento, leucécitos e citocinas

envolvidos no processo de cicatrizagdo;

- Mostra liberagdo prolongada de fatores de crescimento em comparag@o com outros

concentrados de plaquetas;

Vantagens
- A membrana PRF possui alta flexibilidade e elasticidade;
- E barato e envolve um procedimento simples que requer apenas uma etapa de
centrifugagdo.
- O sucesso da preparagdo de PRF depende principalmente da velocidade do
manuseio do sangue;
- A membrana PRF deve ser usada imediatamente, uma vez que a integridade
estrutural do PRF modula ao longo do tempo;

Limitacoes |- O armazenamento da membrana PRF ndo ¢ possivel devido a potencial

contaminag¢do bacteriana e desidratagdo;

- Por se tratar de um produto aut6logo, a quantidade de PRF ¢ baixa.

Tabela 1. Vantagens e Limita¢cSes do PRF (adaptado Pavlovic V et al, 2021)
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Tabela 2

Etapas Procedimentos

1 -Colheita de uma amostra de sangue do paciente num tubo de vidro de 10 ml sem

anticoagulantes ou aditivos (A-P)

-Centrifugac¢ao a 1300 rotagdes por minuto (rpm) durante 14 minutos (imediatamente apos
0 passo 1). Como resultado do sangue centrifugado, no tubo serdo visiveis trés por¢des: a
porgdo superior do tubo é preenchida pela concentragdo de fibrinogénio (plasma pobre em
plaquetas), na por¢io central o coagulo de A"-PRF onde estdo contidos grande parte das
plaquetas e leucocitos e a porgdo inferior é representada pelos globulos vermelhos (Dohan

et al, 2006, 2009, 2010, 2018)

3 -De seguida, retirar os tubos da centrifugadora e coloca-los no suporte estéril A-PRF

4 -Deixar os tubos em repouso durante 5 minutos

5 -Retirar o coagulo de fibrina do tubo com pinga de PRF estéril

-Colocar o coagulo na mini-bandeja coberto com uma compressa. Com a tesoura PRF retirar
6 os excessos do coagulo vermelho (este passo ¢ feito para ser possivel separar facilmente o

coagulo de fibrina dos globulos vermelhos)

-Colocar o coagulo de fibrina na Box de PRF e cobrir com a bandeja ou tapar com a tampa
(mediante o material que iremos utilizar no procedimento cirurgico: “Clof”, Membrana ou
“Plug”). Caso se opte pelo fabrico de membranas, coloca-se a bandeja sobre os coagulos e
estas estardo prontas para uso dentro de 3 minutos.

-A Box de PRF ¢ utilizada pois ajuda a obter membranas de espessura constante e sempre
hidratadas e a manté-las intactas por duas a trés horas.

7 -O exsudado depositado no fundo da box é muito rico em proteinas (Fibronectina e
Vitronectina) que ¢ utilizado para ajudar a hidratar biomateriais, lavar os locais cirurgicos,

cavidades e preservar os blocos Osseos autdgenos.

Tabela 2. Etapas do Protocolo A'-PRF (Adaptado dos protocolos facultados por Dr. Joseph Choukroun

em www.a-prf.com
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Tabela 3

Fator de
Crescimento Abreviatura Vantagens
-Aumenta a quimiotaxia de neutréfilos e monocitos;
-Estimula a prolifera¢do de osteoblastos com a mesma
facilidade com que causa a sua inibig&o;
Fator de crescimento (TGF-B1) -Indu¢do de moléculas da matriz, como colagénio I e
transformador fibronectina, seja por osteoblastos ou fibroblastos;
-Regula a inflamagdo pela capacidade de induzir a
cicatrizagdo fibrosa
-Estimula a proliferacdo celular e remodelacdo da
matriz
Fator de crescimento (VEGF) -Aumenta a permeabilidade vascular;
vascular endotelial -Principal promotor da angiogénese;
-Aumenta a quimiotaxia de neutréfilos e monocitos;
-Regula a migragdo, proliferagdo e sobrevivéncia das
Fator de crescimento (PDGF) células mesenquimatosas;
derivado de plaquetas -Papel fundamental nos mecanismos de remodelagio
tecidual e cicatrizagdo fisioldgica.
-Tem potencial angiogénico e capacidade estimulativa
do colagénio e formagdo de matriz
-Regula a proliferagdo e diferenciagdo para a maioria
Fator de crescimento (IGF1) das células;
semelhante a insulina 1 -Mediadores de multiplicagdo celular e eixo principal
da regulagdo da morte celular programada (apoptose)
Fator de crescimento (EGF) -Estimula a proliferacdo epitelial e a migracao;
epidérmico -Estimula o crescimento e a diferenciacdo celular
Fator de crescimento (FGF) -Estimula a migracdo de células progenitoras

fibroblastico

mesenquimais

Tabela 3. Fatores de Crescimento aumentados no A'-PRF (adaptado de Dohan et al, 2006; Eming et al,

2007; livro “Tratado de Periodontia Clinica e Implantologia Oral” de Jan Lindhe)
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Tabela 4

Etapas Procedimentos

Os tubos A-PRF, os coletores de sangue e o Pompac deverdo estar armazenados no

1 frigorifico a 4°C

Quando retirados os tubos do frigorifico estes devem ser colocados imediatamente no

2 Pompac para manter a temperatura a 4°C

Na colheita de sangue: retirar o tubo do Pompac para a colheita de sangue e colocar

3 imediatamente no Pompac apds finalizagdo da colheita para manter a temperatura
4 No final da colheita de sangue: colocar os tubos na centrifugadora e iniciar a centrifugagdo
5 Seguir os passos 3, 4, 5, 6 e 7 do Protocolo A'-PRF (Anexo 2)

Tabela 4. Etapas do Protocolo A"-PRF com Pompac (Adaptado dos protocolos facultados por Dr. Joseph
Choukroun em www.a-prf.com)

39



Tabela 5
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Tabela 5. Resultados relativos ao comprimento (mm) das duas réplicas dos coagulos analisados pelo

protocolo A"-PRF e A'-PRF PomPac (n=10 pacientes)
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Tabela 6

Comprimento
do codgulo

(mm)

A"-PRF (n=20)

A*-PRF PomPac (n=20)

+ Desvio + Desvio

Média Mediana Minimo Mdximo Meédia Mediana Minimo Mdaximo
Padrao Padrao

29,10 +3,28 29 23.00 35.00 34,35 +3,07 34 30.00 41.00

Tabela 6. Resultados relativos ao comprimento dos coagulos (A'-PRF e A'-PRF PomPac)
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Tabela 7

Diferenca de médias T P
A*-PRF & A*-PRF PomPac

-5,25 -12,43 <0,001

Tabela 7. Diferenca de médias entre o protocolo A'-PRF e A'PRF-PomPac (Teste t para grupos

emparelhados)
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