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RESUMO

No ambito da cirurgia regeneradora os concentrados plagquetarios estdo relacionados com

numerosos procedimentos cirdrgicos.

O potencial terapéutico baseia-se na libertacdo de fatores de crescimento plaquetarios, todavia

outras componentes como leucdcitos e fibrina parecem ter importancia no processo de cura.

O objetivo deste trabalho foi o de analisar os protocolos que tentam incluir, cada vez mais,
leucdcitos e fibrina (L-PRP, L-PRF, A-PRF) para comparar a maior eficacia bioldgica e cirdrgica

entre os preparados de primeira e segunda geracao

A andlise comparativa foi focada no potencial antimicrobiano, na regeneracgdo tecidular e na préatica

cirurgica diaria, tendo sido analisados estudos in vitro e in vivo.

Resultados heterogéneos foram evidenciados no impacto produzido pelos leucdcitos, por outro lado,
parece esclarecido que a membrana de fibrina presente nos novos concentrados melhora as
propriedades bioldgicas e facilita a aplicacéo clinica do biomaterial. Sdo necessérios, futuramente,

mais estudos clinicos in vivo.

Palavras-Chave: “PRP contra L-PRP”, “L-PRP - L-PRF” “A-PRF”, “concentrados plaquetarios”,
“concentrados plaquetarios cirurgia oral”, “processo cura concentrados plaquetarios”,  leucocitos

regeneracao Ossea”, “comparacao L-PRF PRP”



ABSTRACT

Platelet concentrates are related to numerous surgical procedures in regenerative surgery.

The therapeutic potential is based on the release of platelet growth factors, but other components
such as leukocytes and fibrin appear to be important in the healing process.

The objective of this study was to analyze the protocols that tried to include more leukocytes and
fibrin (L-PRP, L-PRF, A-PRF) to compare the greater biological and surgical efficacy between the
preparations of the first and second generation

Comparative analysis was focused on antimicrobial potential, tissue regeneration and daily surgical

practice, analyzing studies in vitro and in vivo

Heterogeneous results were showed in the impact produced by the leukocytes, on the other hand, it
seems clear that the fibrin membrane present in the new concentrates improves the biological
properties and facilitates the clinical application of the biomaterial. In the future more clinical
studies are needed.

KeyWords: “PRP vs L-PRP”, “L-PRP - L-PRF” “A-PRF”, “platelet concentrates”, “platelet
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concentrate oral surgery”, “platelet concentrate healing process”, Leukocite and bone regeneration

“comparative L-PRF PRP”
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L-PRP, L-PRF, A-PRF. Impacto bioldgico e cirtrgico de Leucdcitos e fibrina na evolucdo dos concentrados
sanguineos.

I.  INTRODUCAO

No &mbito da cirurgia regeneradora a continua e crescente necessidade de encontrar solugdes
rapidas e eficazes na reabilitacdo dos doentes, levou, nos Gltimos anos, a um desafio na pesquisa de
produtos e técnicas capazes de promover e estimular a regeneracéo tecidular assim como controlar o
processo inflamatorio e produzir um pos-operatorio cada vez menos traumatico e mais previsivel.
(Martin 2017).

Neste contexto os derivados sanguineos platelet-rich plasma (PRP) and platelet-rich fibrin (PRF) na
propria utilizacdo tdpica, parecem ter um papel relevante, encontrando-se relacionados com
numerosos procedimentos cirdrgicos em muitas areas médicas, nomeadamente em cirurgia maxilo-
facial (Del Corso 2012, Simonpieri 2012) cirurgia plastica (Cieslik-Bielecka 2012) e medicina do
desporto (Dohan Ehrenfest 2014, Zumstein 2011).

O potencial terapéutico baseia-se na producdo de fatores de crescimento pelos granulos a das
plaquetas como platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor (TGF), vascular
endothelial growth factor (VEGF), insulin like growth factor (IGF) and epidermal growth factor
(EGF) (Alsousou 2009, Mishra 2009). Além disso as plaquetas libertam uma multitude de proteinas
bioativas como a stromal derived factor 1 (SDF-1) que tem uma forte capacidade quimiotatica pelas
células mesenquimais, macréfagos e fibroblastos, assim como sintetizam matriz extracelular (ECM)

e promovem angiogenese. (De Mos 2008).

O objetivo dos primeiros preparados foi separar as componentes plasmaticas de maneira a obter um
concentrado rico em plaquetas capaz de induzir e estimular o processo de regeneracdo tecidular no
doente. Posteriormente observou-se que, além das plaguetas, a inclusdo de outras componentes
plasméticas como fibrina e leucdcitos poderia ter algum papel no processo de cura, sendo que foi
demonstrado que a ativacdo alternativa dos mondcitos/macréfagos estd envolvida no controlo da
resposta inflamatdria assim como na regulacdo do gene Runx2 associado a diferenciacdo
osteoblastica e consequentemente responsavel pela primeira linha de formacdo dssea. (Takeshi
Kawazoe 2012, Dohan, 2010,2009)

Neste trabalho vamos analisar e comparar a maior ou menor eficacia dos diferentes protocolos
clinicos que progressivamente modificaram as componentes bioldgicas presentes em cada um dos
preparados (L-PRP/ L-PRF/ A-PRF), focalizando a atencdo no impacto da fibrina e da maior

inclusdo de leucocitos, na préatica cirurgica, nos efeitos antimicrobianos e na regeneracao tecidular.
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Il.  MATERIAIS E MEDODOS

Foram analisados 76 artigos entre revisdes sistemaéticas, revisdes narrativas, ensaios clinicos e
estudos in vitro e in vivo. A escassa presencia de meta andlise foi um fator importante na

impossibilidade de elaborar conclusdes objetivas.

A grande abundancia de marcas comerciais e de protocolos desenvolvidos no mercado tornou o

trabalho de seleco complicado evidenciando erros intrinsecos em varios estudos analisados.

A pesquisa foi realizada nas principais plataformas PubMed e B-on com palavras chaves: “PRP vs
L-PRP”, “L-PRP - L-PRF” “A-PRF”, “Leukocite - platelet concentrates”, “platelet concentrate
oral surgery”, “platelet concentrate healing proces”, Leukocite and bone regeneration”.

“comparative L-PRF PRP” num arco temporal que abrangeu os ultimos 20 anos.

> L-PRP

PPP PPP
(discarded) (discarded)

P-PRP PPP it
-| = some
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+
Step 2A. Option P-PRP k + residual RBC
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Fig 1- Protocolo manual cléssico de dois passos do PRP. (adaptado de Dohan 2009)
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I11.  DESENVOLVIMENTO

1. L-PRP. A inclusdo dos leucdcitos no protocolo de centrifugacgao.

O uso corrente do termo Plasma rico em plaguetas comecou com um artigo de Marx et al. em 1998.
Os autores estudaram o efeito do PRP numa reconstrucdo 0ssea maxilar ativando o centrifugado
com trombina bovina que se tornou em gel. Posteriormente surgiram mais de 10 protocolos
diferentes o que impossibilita uma meta-analise, tornando ainda mais necessario um esclarecimento

da classificacdo. (Mautner 2015)

No estudo de Dohan Ehrenfest et al. em 2009, os concentrados plaquetarios foram classificados na
base da concentracdo de plaquetas, da concentracdo dos leucocitos e na presenca ou auséncia de
fibrina. Neste sentido o PRP foi dividido em duas categorias: o P-PRP (pure platelet rich plasma) e
L-PRP (leukocite platelet rich plasma). Vérias tentativas foram realizadas para incluir mais
leucécitos na preparagdo de PRP, nomeadamente protocolos manuais e autométicos de
centrifugacdo (Weibrich 2003). Cada meétodo utiliza um procedimento de dois passos de
centrifugacdo nas quais no primeiro passo se separam as componentes sanguineas em 3 camadas
RBCs, ‘buffy coat’ and PPP. O PPP e as camadas de “buffy coat” depois sdo recolhidas com
cuidado de maneira a evitar uma contaminacdo e transferidas para um outro tubo, onde sao
centrifugadas pela segunda vez a alta velocidade de rotacdo, para separar a amostra ainda nas suas
componentes. Depois da segunda passagem a maioria do PPP sdo descartados e o PRP resultante
esta rico em plaquetas, leucdcitos e fibrinogénio circulante além de restos de células vermelhas. A
aplicacéo precisa de trombina bovina ou cloreto de célcio (Leitner 2006). (Fig 1)

2. Potencial antimicrobiano e osteogénico do L-PRP

A nomenclatura que define o L-PRP como um concentrado sanguineo com uma maior incluséo de
leucdcitos, baseia-se numa andlise da populagéo leucocitaria presente nos diferentes centrifugados

obtidos nos diferentes protocolos disponiveis no mercado.

Num estudo em ratos com citometria de fluxo, no protocolo manual e automético de dupla
centrifugacdo usada, foram identificadas diferentes familias de leucécitos, nomeadamente linfdcitos
T; linfécitos B; células NK; mondcitos e granulécitos. (Cieslik-Bielecka 2010, Bielecki 2009) No
entanto, parece evidente que como os métodos de preparacdo sdo consideravelmente diferentes

entre si, assim como a manipulacdo do biomaterial, produzem significativas variagdes nas
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quantidades de componentes hematicas em cada um dos centrifugados revelando um intervalo
bastante significativo. Nenhum estudo efetuado mostra uma diferenca nos nimeros totais de células

brancas, assim a percentagem em cada um dos protocolos de L-PRP é desconhecida. (D’asta 2017)

O impacto dos leucdcitos no processo de cura foi analisado pela primeira vez num trabalho do
Bielecki et al. 2007. Os autores conduziram um estudo in vitro recolhendo sangue de voluntarios
saudaveis para analisar a atividade microbiana do L-PRP ativado com trombina bovina em solugéo
de cloreto de célcio a 10% contra as bactéria mais frequentemente envolvidas nos processos
infeciosos: MSSA, MRSA, E.coli, ESBL (extended spectrum beta lactamase), K. pneumniae, E.
faecalis, e P. aeruginosa . Os resultados mostraram uma grande atividade antimicrobiana contra
MSSA, MRSA e E.coli e nenhuma atividade contra E. faecalis, K. pneumoniae, and P. aeruginosa.
Além disso parece que o crescimento do P. aeruginosa aumentava ao adicionar L-PRP. Portanto,
ndo foi possivel identificar uma correlacdo entre atividade antibacteriana e a maior presenca de

leucdcitos.

O estudo conduzido por Moojen et al, 2008, foi a primeira tentativa de reconhecer uma contribuicao
especifica dos leucdcitos nas preparacdes do L-PRP. Os autores utilizaram uma centrifuga quase
automatica para obter PRP, obtendo altas concentracdes de plaquetas e leucécitos. o L-PRP
resultante foi ativado pela trombina aut6loga ou bovina e a comparacdo foi efetuada com PPP
(platelet-poor plasma), PRP e PBS (phosphate buffered saline), este tltimo utilizado como controlo.
Nas diferentes preparacOes foi testada a atividade bactericida contra MSSA e, embora todas
mostrassem uma atividade antimicrobiana, o L-PRP ativado com trombina autéloga mostrou ter o

maior poder antimicrobiano e maior duragdo dos efeitos (24h).

Desde entdo, muitos autores referiram resultados heterogéneos na atividade antimicrobiana do L-
PRP. A maioria dos estudos analisados, evidenciaram a capacidade antimicrobiana do gel PRP
contra as principais bactérias de referéncia. Contudo, as conclusfes ndo sdo uniformes sobre um
maior potencial antimicrobiano do L-PRP, tal, por causa da variedade de protocolos utilizados.
(Mariani 2015, Intravia 2014, Lopez 2014)

O que é recorrente na avaliacdo dos resultados, € a grande relevancia atribuida aos ativadores das
preparaces como o cloreto de célcio e a trombina bovina. Uma das hipéteses seria que a utilizacéo
de ativadores externos pode interferir na eficacia e até inibir o surplus de atividade antibacteriana
nas preparag0es L-PRP. (Anitua 2012; Burnouf 2013; Chen 2013).
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Da mesma maneira resultados heterogéneos foram obtidos na comparacdo do potencial osteogénico
entre PRP e L-PRP.

Como foi referido a nivel bioldgico as altas concentracdes plaquetarias tém poder para sintetizar
fatores de crescimento nomeadamente o TGF- . A superfamilia TGF- B inclue mais de quarenta
elementos entre os quais bone morphogenetic proteins (BMPs), uma importante citoquina que pode
ajudar no processo de formacao 6ssea com a capacidade de contribuir para a mitose e quimiotaxia
das células progenitoras do peridsteo e do enxerto autdégeno. (Dohan 2009).

Na base desta hipdtese surgiram varios estudos in vitro nos quais ao adicionar o derivado
sanguineo numa cultura aumentava a proliferacdo e diferenciacdo de células mesenquimatosas
(MSCs) (EIl Backly 2013).

Apesar disso, ainda ndo ha concordancia acerca dos efeitos clinicos do PRP na osteogénese, quer
isoladamente, quer combinados com outros biomateriais com potencial osteocondutivo. Tal deve-
se, as variagdes nas preparacdes do PRP que alteram a qualidade e quantidade de plaquetas e por
consequéncia dos fatores de crescimento (Roffi 2016). Além do mais a maioria dos autores que
mencionam o PRP nos proprios trabalhos na seccdo de materiais e métodos utilizam um protocolo
de dois passos de centrifugacdo o que supostamente inclui mais quantidade de leucécitos, porém,

ndo especificam a remocdo intencional de leucécitos nos preparados finais.

No trabalho de Wenjing Yin et all (2016) os autores tentaram de facto separar os resultados in vitro
dos resultados in vivo das duas diferentes preparacbes P-PRP e L-PRP, mostrando que nos
preparados com maior concentracdo de leucdcitos havia mais presenca de IL-1B e TNF-a ou seja,
mais presenca de citoquinas pro-inflamatorias e que o P-PRP promove a proliferacéo, viabilidade e

migracdo de HBMSCs e em geral o processo de cura de maneira mais efetiva do L-PRP.

Resultados parecidos foram encontrados também nos ensaios de Portela et al, (2014), sobre
calvérias. O estudo evidenciou que a utilizacdo de L-PRP como adjuvante a um enxerto autégeno

diminui a deposicéo 6ssea em comparacéo a utilizacdo Unica do enxerto autdgeno.

Nos trabalhos de Giovannini et al. (2014) surgiram evidéncias do facto de o0 TGF- 3 poder inibir as
fases finais de diferenciacdo dos osteoblastos, suprimindo a expressao do BMP2 ou pode interagir
com a osteoproteina Wnt-10b que impede a via classica de maturacdo das células 6sseas diminuindo

assim a formacao de nova matriz.
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Para concluir desde que o estudo de Mooren et al, (2010), demonstrou que o valor total de fatores
de crescimento em altas ou baixas concentragdes plaquetarias de PRP resulta ser estatisticamente
semelhante, e que foi observado que a formulacdo heterogénea das fabricacGes do PRP pode incluir
mais 0 menos leucocitos no produto final (Arnoczky 2013), podemos concluir que as células
brancas podem ser responsaveis pela discrepancia de resultados encontrados na literatura acerca da

utilizacdo de PRP .

3. L-PRF. A segunda geracao de concentrados plaquetarios

Por causa de restricdes legais no manuseamento do sangue, nasceu em Franca pelo trabalho do
professor Choukroun uma nova familia de concentrados plaquetérios especifica para cirurgia oral e
maxilofacial chamada PRF (Platelet rich fibrin). Este novo biomaterial foi descrito no trabalho de
Dohan et al (2006) como uma matriz cicatricial autéloga. A técnica ndo requere anticoagulantes,
trombina bovina ou outros agentes. Trata-se de nada mais do que de uma coleta de sangue

centrifugado numa méaquina de centrifugacéo especifica e guardada depois num Kkit.

O protocolo do PRF é muito simples: 10 ml de sangue periférico do paciente recolhido sem
anticoagulantes e imediatamente centrifugado a 3000 RPM durante 10 minutos. A auséncia de
anticoagulantes implica a ativacdo em poucos minutos da maioria das plaquetas em contacto com as
paredes dos tubos e o inicio da cascata da coagulacdo. O fibrinogénio inicialmente encontra-se na
parte mais alta do tubo, antes que a trombina circulante o transforme em fibrina. A membrana de
fibrina aparece no meio do tubo entre os glébulos vermelhos no fundo e o plasma acelular no topo.
Com a utilizacdo de uma tesoura a parte amarela separa-se da parte vermelha inferior, e com um
dispositivo contido numa box do sistema, estéril, comprime-se o PRF obtido para criar uma

membrana elastica de cerca 3cm x 1.5 cm.

O sucesso da técnica estd totalmente dependente da tempestividade da passagem da coleta de
sangue para a maquina de centrifugacdo, uma vez que a fibrina polimeriza muito rapidamente, e
assim obtém-se uma matriz muito resistente rica em soro e plaguetas. O PRF difere do PRP em
diferentes pardmetros que podem ser resumidos na maneira seguinte, a simplicidade da sua
preparacdo e implementacdo, o tempo de preparacdo e 0s custos muito menores, a auséncia de

ativadores ou anticoagulantes.

Por causa da estrutura tridimensional da fibrina PRF é capaz de aprisionar um maior nimero de

leucdcitos que depois libertam citoquinas e fatores de crescimento que se difundem nos tecidos num
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tempo gradual e continuo por um periodo de 10 dias em contraste com PRP que liberta a maioria
dos seus fatores de crescimento nos primeiros dias (Miron 2017). Mais, a fibrina por si mesma tem
uma influéncia geral no processo de cura (Clark 2001) nomeadamente na promogdo de
neoangiogénese (Van Hinsbergh 2001),. Portanto, num L-PRF, assim denominado pela maior
inclusdo de células brancas, os efeitos dos leucdcitos e da matriz de fibrina estdo profundamente

interligados.

4. Anélise dos leucdcitos presentes no L-PRF. A regulagdo do processo inflamatorio.

Na literatura acerca do L-PRF, a populacao de leucdcitos foi evidenciada vérias vezes (Dohan 2006,
2009, 2010) A membrana e o coagulo tem no minimo 50% dos leucdcitos do sangue inicial e estas
células ficam retidas na matriz tridimensional de fibrina numa distribuicéo organizada. Os linfocitos
sd0 0s mais presentes entre as varias populacdes de leucdécitos e ficam mais concentrados na parte
amarela mais proxima do coagulo vermelho. A membrana do L-PRF fica cheia de fatores de
crescimento e de proteinas da matriz que liberta nos tecidos durante 7 dias e os leucécitos parecem
ser 0s responsaveis pela sobreproducdo de alguns destes fatores (nomeadamente VEGF e TGF1)
(Dohan 2012)

A fibrina e os produtos de degradacdo do fibrinogénio (FDP) estimulam a migracdo celular dos
neutrofilos e aumentam a expressao dos recetores de membrana CD11C/CD18. Este ultimo permite
a transmigracdo dos neutrdfilos e a adesdo destes ao endotélio e ao fibrinogénio. Além disso a
fagocitose dos neutréfilos e o processo de degradacdo enzimatica sao modulados pelo FDP. Os
monocitos chegam ao sitio de interesse numa fase posterior. A colonizacdo da ferida pelos
macrofagos também esta regulada pela fibronectina por meio das propriedades fisico quimicas da
fibrina e dos agentes quimiotaticos expressos na prépria matriz. Portanto, como ja foi evidenciado
anteriormente a matriz de fibrina do L-PRF encontra-se relacionada diretamente e indiretamente

com a maior presenca das células brancas.

Além disso os leucdcitos séo relacionados com a lenta libertacdo de citoquinas pro-inflamatdrias
nomeadamente a IL-1p, IL-6, TNF-a e a producdo IL-4. (Rios 2015) No trabalho de Dohan &
Choukroun, (2006), foi evidenciado que o maior potencial inflamatdrio sugerido pela presenca das
trés citoquinas pro-inflamatdrias, estd controlado pela libertacdo da IL-4 que suporta a cicatrizagdo
regularizando a inflamacgéo para ser um potente indutor do recetor antagonista da IL-1 (IL-Ra). Esta
afirmacéo parece simplificativa da complexidade das vias de sinalizacdo da citoquina e do estado

atual da literatura sobre o papel e o impacto da IL-4 no processo de regulacdo da inflamacao, que

7



L-PRP, L-PRF, A-PRF. Impacto bioldgico e cirtrgico de Leucdcitos e fibrina na evolucdo dos concentrados
sanguineos.

estd ainda pouco esclarecido (Luzina 2012). Além disso, alguns autores recomendaram a exclusao
dos leucdcitos nos preparos, pela possibilidade de haver um aumento na resposta inflamatoria e na
secrecdo de hidrdlase e metaloprotéase, alem de outros protéases pro-inflamatérias. (Anitua 2004,
2007)

5. Analise comparada entre L-PRF e PRP na regeneracao tecidual.

No estado atual da literatura realizar uma comparacao entre 0s preparados de primeira e segunda
geracdo sobre a eficacia na regeneracdo tecidular e nos efeitos destes biomateriais nas diferentes
células, resultou muito complicado. Infelizmente os resultados in vitro sdo muito contraditorios
devido ao facto de muitos estudos terem erros de metodologia intrinsecos (Dohan, 2010), e as
escassas evidéncias in vivo ainda nao parecem suficientes para tirar conclusdes efetivas o que leva a
necessidade de conduzir mais estudos.

Uma atenta analise mostrou que estes produtos induzem uma significativa estimulacdo da
proliferacdo celular (pelo menos nos que sdo sensiveis aos granulos alfa das plaquetas) dos
osteoblastos (Celotti 2006, Arpornmaeklong 2004), condrécitos (Ferreira 2005), fibroblastos
(Uggeri 2007, Akeda 2006) células endoteliais (Annunziata 2005) e células mesenquimais (Han
2007). Ao contrério alguns artigos mostraram que os geles de PRP néo tem efeito na proliferacdo de
osteoblastos e fibroblastos (Krasna 2007), e tém um efeito negativo nos macréfagos (Bertrand-
Duchesne 2010). Outros estudos mostraram que o PRP estimula a proliferagdo, mas inibe a
diferenciacdo dos osteoblastos (Doucet 2005), e células 6sseas mesenquimais (BMSC) (Slapnicka
2008, Woodall 2007). Estos resultados parecem ldgicos devido ao facto de os fatores de
crescimento  desenvolverem um  padrdo  proliferativo. Contudo, o0s padroes de
proliferacdo/diferenciacdo nestes modelos in vitro estdo intimamente relacionados com as condic¢des
do préprio teste.

Pela analise feita o equilibrio entre proliferacdo e diferenciacdo pode ser considerado como uma
regra basica para analisar e comparar a maior ou menor eficicia entre L-PRF e PRP: PRP estimula a
proliferacdo e inibe, ou pelo menos ndo estimula, a diferenciacdo celular in vitro.

Esta regra geral do PRP néo parece ser aplicavel ao L-PRF. No trabalho de Dohan et al 2009, 2010
0s autores observaram que a membrana do L-PRF promove de maneira simultanea a estimulagéo e
diferenciacdo de uma maneira dose-dependente dentro das culturas de células primarias do mesmo
doador humano. Portanto, para o L-PRF, estes dois padrdes celulares estdo presentes e altamente
estimulados em culturas, e o papel dos leucdcitos e da arquitetura da matriz de fibrina parecem ser

0s recursos desta especifica reacdo bioldgica. Além do mais ndo foram evidenciados efeitos
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citotoxicos relacionados com a quantidade de L-PRF utilizada, isto porque provavelmente o L-PRF
interage com as células como um biomaterial sélido e ndo como uma solucdo farmacéutica (PRP).

Finalmente o mecanismo celular subjacente tem de ser percebido para preparar e utilizar estes

produtos de maneira eficaz. (FIG 2 A-B))

Fig. 2 A ilustracdo esquematica da arquitetura

da matriz e das células retidas. Nas quatro
diferentes preparacdes.

Dois parametros chave sdo identificaveis:
contetdo de leucdcitos (células azuladas) e
densidade da fibrina (fibras amarela-
acastanhadas). Os agregados plaquetarios

(cinza claro) séo sempre retidas nas fibras de

fibrina. Em preparagdes tipicas
de P-PRP e L-PRP, a rede de
fibrina é imatura e consiste

principalmente de fibrilas com

pequeno didmetro (setas
vermelhas). Esta rede de fibrina
suporta a aplicacdo de plaquetas durante a cirurgia, mas dissolve-se rapidamente como uma cola de
fibrina. Nas preparacdes de P-PRF e L-PRF, as fibras de fibrina sdo espessas (setas pretas) devido a
montagem mdltipla de fibras e constituem uma matriz resistente. Fig 2 B Micrografia do codgulo de
L-PRF mostrando (a): rede de fibrina (A), camada leucoplaquetaria (B) glébulos vermelhos (C). (b)
amplificacdo da area quadrada; a fibrina aparece homogénea em rosa claro. Os nucleos de
leucdcitos e plaquetas estavam mais localizados na juncédo entre os eritrécitos e a porcdo de fibrina.

Os leucacitos podem ser facilmente identificados (setas). (Adaptado Reham 2017, Dohan 2009)

6. PRP e Guided bone regeneration (GBR), L-PRF e natural bone regeneration (NBR)

No &mbito da utilizagdo clinica dos concentrados plaquetarios, uma abordagem interessante foi
sugerida pelo trabalho de Del Corso et alii 2012 sobre a evolugdo do conceito de GBR e sobre a
andlise das propriedades mecéanicas da membrana de L-PRF.



L-PRP, L-PRF, A-PRF. Impacto bioldgico e cirtrgico de Leucdcitos e fibrina na evolucdo dos concentrados
sanguineos.

Os autores referiram que na GBR as membranas néo reabsorviveis sdo associadas com um atraso na
cicatrizacdo com consequente contaminagdo bacteriana, necrose tecidular e falha na regeneracéo.
Membranas reabsorviveis sdo frequentemente xenoenxertos (porcino ou bovino) e podem ser
rejeitados pelo paciente; além do mais ndo sdo mecanicamente bastante resistentes para proteger o
compartimento 0sseo a regenerar, e muitas vezes é preciso 0 enxerto 6sseo por baixo da membrana
para proteger e manter a morfologia. Neste contexto o gel de PRP parecia ser o adjuvante perfeito
para incrementar a estabilidade do codgulo por baixo da membrana com a cura dos tecidos moles
acima da membrana. Contudo, mais uma vez os resultados na literatura sdo heterogéneos (Bannister
2008)

A utilizagdo da membrana de L-PRF durante os tratamentos de defeitos intradsseos foi chamada
NBR e representa uma técnica alternativa do GBR onde a interligacdo entre os tecidos moles e
duros é fundamental. O conceito da NBR € de regenerar tecidos utilizando uma amplificacdo do
processo natural de cicatrizacdo para além da situacdo inicial do paciente. Tal foi possivel de
realizar através da membrana do L-PRF que funciona como material de preenchimento com ou sem
0sso utilizado para manter o espago, ou como protecdo para a camara de regeneragdo quer no 0SSO

quer nos compartimentos gengivais.

Esta abordagem baseia-se principalmente nas propriedades intrinsecas polivalentes da membrana do
L-PRF, no que se refere a capacidade biolégica de induzir proliferacdo e diferenciacdo de muitas
células. (Dohan 2009, 2010). Contudo, o mecanismo bioldgico que define a NBR é muito mais
complexo que a simples estimulagdo de fatores de crescimento: primeiro no interior do
compartimento ésseo, o L-PRF funciona como o coagulo natural utilizado na GBR por baixo da
membrana, com a unica diferenca do codgulo do PRF ser mais estdvel. Em segundo lugar, o
principio-chave da NBR € proteger o compartimento regenerativo 6sseo apenas com membranas
autdlogas L-PRF e evitar o uso de membranas convencionais e, assim, reduzir os problemas
encontrados na GBR. Neste sentido, as membranas L-PRF ndo s6 melhoram a neoangiogénese e o
selamento da ferida, mas também desempenham a funcdo de barreira competitiva entre os
compartimentos 0sseo e gengival. Assim, permite reforcar naturalmente a fronteira entre os 2
compartimentos e estimular a regeneracdo sincronizada. Em terceiro lugar, também €é um
parametro-chave do conceito NBR o impacto da cobertura L-PRF na cicatrizacdo e remodelacéao
dos tecidos moles. Esta é outra diferenga principal com GBR, onde a regeneragdo gengival foi
sempre secundaria: na NBR, a regeneracdo dos compartimentos 6sseo e gengival € sincronizada. A
diferenca entre GBR e NBR ¢, portanto, ndo apenas uma questdo de familia de membranas, € uma

filosofia completamente diferente de tratamento cirargico: o conceito GBR é orientar e forcar o
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0SSO e a gengiva a curar separadamente de forma artificial, enquanto o conceito NBR ¢é estimular o
potencial de cura natural de ambos os tecidos e orientar o desenvolvimento interconectado dos
compartimentos 6sseo e gengival ao longo da interface L-PRF.

Fig. (3). Regeneracdo de tecido mole apos
avulsdo. com L- PRF C) Avulsao
atraumatica do pré-molar e curetagem D). O
alvéolo foi preenchido com uma mistura de
L-PRF e o0sso xenogénico E) Uma
membrana L-PRF foi dobrada em 3
camadas, adaptada e colocada acima do
alvéolo cheio. F) Realizo de suturas
multiplas para bloquear e estabilizar a

membrana dobrada com os limites da ferida.

A camada externa de LPRF permaneceu em
contato com a cavidade oral. G) Apds 24 horas, a reepitelizacdo superficial na membrana L-PRF e o

fechamento da ferida estavam em progresso. H). Apds 4 semanas, (adaptado Del Corso et al 2012)

Por fim a técnica NBR supera outras limitagGes clinicas da GBR, pois a utilizagdo dum coagulo
sanguineo autélogo otimizado pode ser utilizado em todos os tipos de pacientes (mesmo pacientes
sob anticoagulantes, fumadores, etc.), além da membrana poder ser suturada e permanecer
parcialmente exposta na cavidade oral, uma vez que as abas do tecido gengival estdo muito
danificadas e retraidas (ou simplesmente muito curtas quando o volume enxertado € muito grande)
para cobrir completamente todo o local cirargico (FIG 3). A ideia que um biomaterial totalmente
autélogo pode ter uma influéncia no potencial de regeneracdo tecidular confirma-se na revisao
sistematica de Castro et al do 2016, onde a eficacia do L-PRF foi analisada em varios artigos que
documentavam diferentes situacGes clinicas. Nos defeitos intradsseos, lesGes de furca e cirurgia
plastica periodontal o L-PRF monstra ser uma alternativa eficaz na regeneracdo dos tecidos moles e
duros além de ser eficaz no controlo da dor pés-operatoria.

7. A-PRF. Um biomaterial baseado nas células brancas

As recentes evidéncias do papel que as células brancas podem empregar na regeneragdo 0ssea e de
crescimento dos vasos sanguineos (Omar & Thomsen, 2012,), levou Joseph Choukroun em 2014 a
introduzir um novo protocolo de centrifugacdo chamado CHOUKROUN'S Advanced PRF™ ou A-
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PRF™, A ideia de base foi de desenvolver um biomaterial a partir do L-PRF, capaz de incluir o
maior nimero possivel de leucdcitos e nomeadamente mondcitos que tem recetores BMP e séo
capazes de produzir BMP-2 e BMP-7, além de ter um papel na producdo de VEGF. (Choukroun
2014)

Os primeiros estudos mostraram, de fato, resultados interessantes em termo de vascularizacdo
inicial, crescimento dos tecidos moles mais rapidos, e maior libertacdo de citoquinas em

comparagdo com o L-PRF. (Ghanaati 2014)

O protocolo de centrifugacdo do A-PRF implica uma menor velocidade de rotacdo em comparagao
ao L-PRF (1500 rpm), mais tempo (14 minutos) e a utilizacdo de tubos de vidro estéreis (Tubos A-
PRF10). Para o autor este protocolo tem a capacidade de reter linfocitos B e T, de alcangar uma
distribuicdo mais uniforme de plaquetas e neutréfilos, alem de uma maior inclusdo de plaquetas. Os
monocitos residentes aparecem mais desenvolvidos assim como os macréfagos e os linfécitos
(Ehrenfest 2014). Clinicamente, isso pode-se traduzir numa maior libertacdo de fatores de

crescimento, apesar de varios autores terem referido resultados contraditorios.

Num trabalho de Pinto et all 2014 foi evidenciado como o0 novo protocolo de centrifugacdo produz
membranas mais leves, mais curtas e mais estreitas, com uma polimerizacdo baixa e corpos
esmagados (FIG 4). Quando a quantidade de fatores de crescimento (TGF, PDGFbAB, VEGF)
libertados de A-PRF foi comparada com a de L-PRF, verificou-se que os niveis eram inferiores,
cerca de metade, aos do L-PRF (Ehrenfest 2014). No entanto, num outro estudo, observou-se que 0
A-PRF libertou quantidades significativamente maiores de fatores de crescimento quando
comparado ao PRF tradicional. (Kobayashi 2016). Finalmente, um estudo de Choukroun e
Ghanaati do 2018 sugere que os concentrados produzidos com protocolos de baixa velocidade de
centrifugacdo podem ter uma capacidade maior de aprisionar leucdcitos, plaquetas e fatores de
crescimento. Contudo, ha literatura limitada sobre a comparacdo entre os dois protocolos e sdo

necessarios mais estudos para verificar os beneficios e limitagdes do A- PRF vs L-PRF.

Figura 4. Comparacdo entre estrutura da
membrana de fibrina no L-PRF e no A-PRF
(Adaptado Dohan 2017).
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IV. DISCUSSAO

A eficacia bioldgica dos derivados sanguineos deve ser centrada na libertacdo de fatores de
crescimento pelos granulos a das plaquetas e, de maneira complementar na a¢do imunoldgica dos
leucdcitos. Estos biomateriais funcionam como uma bomba bioldgica que, uma vez introduzida no
local de interesse, induzem uma proliferacdo das células adjacentes com alguma relevancia no

potencial de diferenciagao celular.

O objetivo deste trabalho foi o de analisar a maior ou menor eficacia produzida pela inclusdo das
células brancas e da fibrina nos concentrados plaquetarios de primeira e segunda geracdo e 0
impacto destes componentes bioldgicos na regeneracdo tecidular, por forma a tentar produzir um

esclarecimento na evolugéo dos protocolos que apareceram no mercado.

De maneira geral podemos afirmar que, todos os geles de PRP elevam os tecidos para um padréo
proliferativo, mas o impacto na diferenciacdo celular é mais dificil de determinar. Todas as
preparacdes que tentaram incluir mais leucécitos no PRP (L-PRP) revelaram resultados
heterogéneos, mostrando problemas de homogeneidade nos protocolos de centrifugacdo e na
nomenclatura dos diferentes geles, além de terem erros intrinsecos nos estudos que complicam

ainda mais a andlise dos resultados in vitro e in vivo.

Neste contexto, a maior inclusdo de leucdcitos por si mesma ndo pode sugerir um maior potencial
regenerativo, apesar de ter um papel fundamental nas fases iniciais da inflamacéao e de influenciar o
processo de regeneracdo tecidular e o potencial antimicrobiano. A interferéncia provocada pelas
solucgdes externas utilizadas como ativadores como a trombina bovina ou cloreto de calcio, além da
associacdo com outros materiais de enxerto com potencial osteoconductivo, pode mascarar todos 0s

resultados.

Por fim temos que evidenciar que a dificuldade na manipulagdo sanguinea e nos protocolos de
preparacdo do PRP tornou cada vez mais dificil a aplicacdo destes preparados na prética clinica

diéria.

Os concentrados plaquetarios de segunda geracdo nomeadamente L-PRF e A-PRF, surgiram no
mercado para superar as limitaces observadas nos gels de PRP, com base na ideia de que uma
maior inclusdo de leucAcitos numa rede tridimensional de fibrina poderia incrementar o potencial

osteogénico e antimicrobiano dos concentrados.
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Neste sentido, os resultados sugeridos pelos autores do novo protocolo parecem confirmar a
relevancia na regulacdo do processo inflamatorio por causa da maior inclusdo dos leucocitos, e o
impacto positivo das propriedades mecénicas e bioldgicas da fibrina no suporte do processo de
migracdo celular e de regeneragdo tecidular. Contudo, ainda ha uma falta de evidéncia sobre o
impacto produzido pelas células brancas o que leva a uma ddvida consideravel sobre a maior
eficacia bioldgica destes biomateriais, até que algum autor desenvolva protocolos alternativos que
removem intencionalmente os leucdcitos para reduzir a fase inflamatéria, e assim obtermos um

efeito comparativo.

No que se refere a sua utilizacdo clinica, a membrana de L-PRF pode ser facilmente manipulada e
utilizada como uma membrana alternativa na GBR com a fungédo de barreira competitiva capaz de
estimular a proliferacdo e diferenciacdo dos fibroblastos, osteoblastos e das células mesenquimais,
pode ser suturada e ficar exposta na cavidade bucal com a funcdo de proteger imunologicamente o
sitio cirargico a regenerar e pode levar mais estabilidade ao coagulo natural do paciente com ou sem
adicdo de enxertos 6sseos. Todas estas propriedades sugerem uma nova abordagem na regeneracao
guiada de tecidos onde a utilizacdo de um material completamente autlogo e versatil pode ser

considerada uma verdadeira opcao de tratamento eficaz.

No que se refere ao A-PRF ha literatura limitada sobre as evidéncias dos beneficios e limitacdes
deste novo concentrado em comparacdo ao L-PRF, mas devemos ter em conta que a validade dos
resultados deve ser baseada na analise de artigos independentes dos autores que produziram 0s

diferentes protocolos de centrifugacéo.
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V. CONCLUSAO

De acordo com esta revisdo ndo se pode concluir que a maior inclusdo de células brancas nos
protocolos de centrifugacdo melhorou por si mesma a eficcia dos concentrados plaquetarios quer

em relacdo a regeneracdo tecidular quer na atividade antimicrobiana.

Todos os estudos, para além de evidenciarem alguma relevancia no controlo da fase inflamatoria,
mostraram resultados heterogéneos no impacto produzido pelos leucdcitos, quer nos preparados de
primeira quer de segunda geracdo, levando alguns autores a considerarem uma contraindicacao a

prépria inclusdo.

Por sua vez, parece esclarecido que a matriz de fibrina devido a propria estrutura tridimensional
facilita a migracdo celular e parece estar relacionada com um maior aprisionamento e melhor
distribuicdo das células o que leva a um maior potencial na libertacdo de fatores de crescimento.
Além disso a facilidade de manipulacdo clinica da membrana de fibrina e a sua versatilidade

parecem ser a chave num modelo de regeneracdo autdloga mais eficaz.

Mais estudos clinicos em animais e humanos tornam-se necessarios para avaliar 0 impacto que estas

células tém nos processos de cura.
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