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Resumo: Introducao: A medicina regenerativa envolve, entre outras estratégias
bioestimuladoras, a utilizacao de derivados sanguineos com a finalidade de regular e acelerar
0 processo cicatricial. A fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF), € uma resultante
plaquetaria com 3 subprodutos: soro acelular sobrenadante (SAS), coagulo e exsudato.
Apesar de promissora, sao escassas as pesquisas que caracterizam a real influéncia deste
concentrado das plaquetas sobre o reparo das feridas cutaneas. Objetivos: Avaliar, dentro
de uma abordagem investigativa in vitro, através da analise antibacteriana e da dosagem
de citocinas e fator de crescimento, a influéncia imunomodulatéria da L-PRF. Método:
Foram selecionadas 10 voluntarias clinicamente saudaveis. Algumas mulheres praticavam
atividade fisica diaria e outras semanais. Para a obtencao dos derivados da L-PRF, foi
realizada coleta de amostra de sangue, com o montante de 4 tubos de 5 mL de sangue de
cada candidata. A avaliacao do potencial de propriedades antibacterianas das voluntarias,
no Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, evidenciou acao positiva em 40%
do total dos subprodutos da L-PRF. Resultados: Houve seletividade e diferenciacao, na
individualidade intrinseca de cada voluntaria, ao compararmos os 3 elementos da L-PRF na
inibicao do halo de crescimento. Em seguida, veio mais uma etapa do presente estudo, a
dosagem das citocinas e fator de crescimento, respectivamente: fator de necrose tumoral
(FNT), interleucina 10 (IL-10) e fator de transformacgao e crescimento beta (FTC-(3) no SAS
e exsudato. Conclusao: Diante da determinacao do efeito antibacteriano dos subprodutos
da L-PRF, exsudato e coagulo, evidencia-se resultados também promissores, em relagao ao
efeito biomodulatério evidenciado nesta Ultima etapa, ao comparar o SAS e exsudato.

Antibacterial and regenerative action of fibrin rich in platelets and leukocytes: an in vitro study
Abstract: Introduction: Regenerative medicine involves, among other biostimulating strategies,
the use of blood derivatives in order to regulate and accelerate the healing process. Fibrin
rich in platelets and leuRocytes (L-PRF) is a resultant platelet with 3 by-products: acellular
supernatant serum (SAS), clot and exudate. Despite being promising, there are few studies
that characterize the real influence of this platelet concentrate on the repair of cutaneous
wounds. Objective: To evaluate, within an in vitro investigative approach, through antibacterial
analysis and cytoRine and growth factor dosage, the immunomodulatory influence of L-PRF.
Method: 10 clinically healthy volunteers were selected. Some women practiced physical
activity daily and others weeRly. To obtain the L-PRF derivatives, a blood sample was collected,
with the amount of 4 tubes of 5 mL of blood from each candidate. Results: The evaluation
of the potential antibacterial properties of the volunteers, on Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa, showed positive action in 40% of the total L-PRF by-products.
There was selectivity and differentiation, in the intrinsic individuality of each volunteer, when
comparing the 3 elements of L-PRF in the inhibition of the growth zone. Then came another
stage of the present study, the dosage of cytoRines and growth factor, respectively: tumor
necrosis factor (TNF), interleuRin 10 (IL-10) and transforming growth factor b (TGF-3) in SAS
and exudate. Conclusion: In view of the determination of the antibacterial effect of the by-
products of L-PRF, exudate and clot, promising results are also evident, in relation to the
biomodulatory effect evidenced in this last step, when comparing the SAS and exudate.
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Introducao

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e um dos principais envoltorios protetores corporais.
Juntamente com o pericardio que envolve o coragao, a pleura que protege o pulmao e o periténio que
reveste o interior do abdémen, exercem em conjunto o recobrimento dos 6rgaos em agrupamentos
anatémicos, colaborando com a homeostase do meio. Quando ha o rompimento da barreira cutanea,
o desafio de um bom reparo é acionado imediatamente, com uma cascata coordenada de eventos
celulares e bioquimicos no processo de reparo tecidual (AIRES; BERNARDO, 2009).

A reparacao é o nome genérico do processo para restabelecer a estrutura e funcao do tecido.
Ocorre de duas formas distintas: a cicatrizacao e a regeneracgao. A cicatrizacao de feridas consiste
em fases que culminam na inflamacao, proliferacao, granulagcao e epitelizacao. Assim, ocorre
a reconstrucao tecidual, que depende do processo intrinseco de cada individuo, com limites
estabelecidos de acordo com a dimensao do dano. A polarizacao ocorre desde uma queimadura de
primeiro grau, com a adocao de técnicas terapéuticas atraveés de curativos, até acometimentos de
terceiro grau ou perda tecidual significativa com necessidade da abordagem cirtrgica, com o uso de
enxertos ou rotagoes de retalhos cutaneos (BILGEN; URAL; BEKERECIOGLU, 2021).

Aregeneracao é o estimulo do processo de reparo, ao agregar técnicas para otimizar as condi¢cdes
do leito da ferida que auxilia na reparagao. O grande destaque é para a medicina regenerativa, que
acompanhou a revolucao cientifica e tecnoldgica e vem incorporando novos recursos terapéuticos
ao longo das ultimas décadas. Conduz vigorosamente os principios da tecnologia de células tronco
e engenharia de tecidos, substituindo ou regenerando tecidos e 6rgaos e restaurando suas fungoes
(SAMPOGNA; GURAYA; FORGIONE, 2015).

Uma das estratégias consiste no uso de fatores de crescimentos autélogos, projetando
descobertas que contribuem para sua relevancia no cenario médico da atualidade. Demonstra
significativas singularidades na esfera orcamental, pois a baixa onerosidade é ilustrada ao ser
abordada uma técnica na fracao de concentrados plaquetarios derivada do préprio sangue do
individuo, como por exemplo, o plasma rico em plaquetas (PRPP) que usa anticoagulante no seu
processamento, e a fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) que absenta o impedimento da
formacgao de coagulo no sangue. Ambos atuam como matriz regenerativa autéloga (CHOUKROUN
et al,2006a).

A medicina regenerativa, portanto, nao se limita ao uso de células tronco, mas também inclui a
aplicacao terapéutica de diversos fatores estimuladores, tais como fatores de crescimento, hormoénios,
citocinas e outros elementos soluveis e biodegradaveis que intervém nos mais variados processos
bioldgicos de cicatrizacao (PEGORARO; FREDBERG; CHEN, 2017). Assim, ocorre a contribuicao ativa
para a neoformacao tecidual, que intervém muitas vezes, no desafio da velocidade na histéria natural
da ferida e atina a qualidade dos tratamentos, com impacto no bem-estar do paciente, e projecao
no combate sequencial das sequelas sociais e econdmicas, principalmente (NGUYEN; PHAM, 2018).
Apesar de promissora, sao escassas as pesquisas que determinam a real influéncia desta técnica
sobre o reparo das feridas cutaneas in vitro. Considerando as circunstancias, a potencialidade atribuida
na técnica de L-PRF, na projecao do desvio do retardo de cicatrizagao em feridas cutaneas, seu efeito
antibacteriano e regenerativo requer maiores estudos para sua aplicacao terapéutica (CHOUIKROUN
et al, 2006Db).

Material e Método

Para o desenvolvimento da presente pesquisa foram selecionadas 10 voluntarias, que se
apresentaram elegiveis considerando como critérios de inclusao: higidez com auséncia de qualquer
processo patologico ativo, bom estado nutricional, abstracao de doencgas crénicas ou autoimunes,
habito tabagista inexistente e a negativa no uso de qualquer droga anticoagulante ou que alterasse
parametros hemodinamicos, em geral, nas ultimas duas semanas que antecederam sua participagao
na pesquisa.

Para a confirmacao da inclusao na pesquisa, estas voluntarias assinaram um Termo de
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Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) que explicava todo o procedimento a serem submetidas,
assim como seus riscos e beneficios, em linguagem coloquial e na presenca do pesquisador para
elucidar possiveis duvidas a respeito.

Previamente ao inicio do estudo, o projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNIARA sob o parecer de numero 5.331.192.

Experimentos in vitro

Obtencao da L-PRF

Para a obtencao das L-PRF, amostras de sangue foram colhidas via pungao venosa simples, com
Scalp 21G para evitar lise ou alteracao de quaisquer componentes sanguineos. Foram coletados 3
tubos de 5 mL contendo ativador de plaqueta e gel separador de coagulo. Além disso, foi coletado
1 tubo, também de 5 mL, porém com anticoagulante, destinado a realizacao de um hemograma
completo para obtencao dos valores basais sanguineos de plaquetas, leucocitos e hematocrito,
assim como os respectivos VHS (velocidade de hemossedimentacao) e PCR (proteina C reativa) para
avaliar as atividades inflamatérias. Os exames bioquimicos foram avaliados por um laboratério de
analises clinicas com referendado controle e exigéncia através do Programa de Qualidade exigido
pelo Conselho Federal de Biomedicina.

Imediatamente apos a coleta de sangue, os tubos destinados a obtencao dos subprodutos
da L-PRF foram imediatamente centrifugados a forca G de 1473 por 12 minutos. Terminada a
centrifugacao, foi aguardado repouso no periodo de 60 minutos, em temperatura climatizada a 22°C,
para a progressao do processo de ativacao plaquetaria.

Concluida a etapa de ativagao, foram realizadas a remogao e 0 armazenamento, em microtubos
estéreis, do soro acelular sobrenadante (SAS). Na sequéncia, houve a retirada do coagulo de L-PRF
e transferido para outro tubo de coleta e finalmente submetido a um processo de agitagao mecanica
vigorosa em Voértex por 5 minutos. Os subprodutos obtidos, coagulo e exsudato (EXS), foram
aliquotados e acondicionados separadamente em microtubos para utilizacao nos experimentos.

Potencial antibacteriano da L-PRF

Para a determinacao da acao antibacteriana, a referéncia elencada para o método de difusao,
foi sequndo os padroes da Clinical and Laboratory Standart Institute (CLSI 2021). As culturas das
cepas Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), aerdbia estrita, e Gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), anaerdbia facultativa, mantidas em estoque sob refrigeragao
a —20°C, foram suspensas em meio Brain Heart Infusion (BHI), reativadas mediante incubagao em
estufa bacteriolodgica a 37°C por 16-18 horas, e posteriormente, semeadas em placas de Petri de 150
mm de diametro contendo agar Mueller Hinton (MH).

Para a realizacao destes ensaios foram utilizados os trés subprodutos do L-PRF: SAS, coagulo e
EXS. No estudo do SAS, o material foi aliquotado em pogos com 6 mm de diametro confeccionados
diretamente no agar MH semeados com as culturas bacterianas. Para a analise do exsudato, o teste
de difusao em disco utilizando papel Whatman n° 3 foi selecionado. Ja os coagulos, inicialmente
fracionados em fragmentos de aproximadamente 3 mm de diametro, foram depositados
diretamente sobre a superficie das culturas. Apoés 16 horas de cultivo, em estufa bacteriologica a
37°C, foi estabelecida a atividade antibacteriana de cada subproduto pela medida halos de inibicao
de crescimento formados ao redor das amostras. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Potencial regenerativo da L-PRF

Para estabelecer o potencial regenerativo dos subprodutos da L-PRF, foram selecionadas, para
dosagem, 3 biomoléculas dentre as reconhecidamente relacionadas com os efeitos bioldgicos e
terapéuticos associados aos concentrados plaguetarios e leucocitarios: Fator de Transformacao e
Crescimento beta (FTC-f3), interleucina 10 (IL-10) e Fator de Necrose Tumoral (FNT). Para a analise
foi utilizado o Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) direto, seguindo o protocolo abaixo
descrito pelo fabricante dos Rits comerciais. Os experimentos foram realizados no laboratério
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de inflamacao e doencas infecciosas (LIDI) do Departamento de morfologia e patologia (DMP) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar).

Para este procedimento, foram utilizadas placas de microtitulagao de alta afinidade com 96 pogos
para ELISA (Kit OptEIATM, BDBiosciences). Entre cada etapa as placas foram lavadas com 300 uL/poco
de solugao de lavagem (PBS 1X [Tampao fosfato salino: 8 g de NaCl; 0,2 g de KCI; 1,15 g de Na,HPO,; 0,2
gde KH,PO, e I L de agua destilada] + tween 20 a 0,05%, pH7,4). Apos a sensibilizagao das placas com
100 pL/poco de anticorpo de captura especifico em tampao carbonato (7,13 g de NaHCO, e 1,59 g de
Na,CO, para | L de agua mili-q) na proporgao 1:250, passou-se pela incubagao por 16 horas a 4 °C.

Em sequida, foiefetuada aetapadebloqueio com200 pL/pogo comalbuminal¥%,seguidodeincubacao
por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, foram introduzidos 50 L das amostras e da curva
de titulagcao dos padroes de citocinas com incubacao de 2 horas em temperatura climatizada a 22°C. O
anticorpo de captura conjugado com a enzima peroxidase foi em seguida adicionado em 100 pL/poco
ao abrigo de luz por 1 hora e 30 minutos e incubacao a temperatura climatizada 22°C em albumina 1X na
proporcao 1:250 de enzima e anticorpo. Ademais, o proximo passo foi realizado ao abrigo de luz, no qual,
foram aplicados 100 pL/poco do substrato da enzima TMB (3,3"; 5,5' — Tetrametilbenzidina) e as placas
foram incubadas de 15 a 30 minutos aproximadamente em temperatura climatizada a 22°C. A reacao
enzimatica foi interrompida com a aplicagcao de 50 pL/poco de acido sulftrico 2M e a leitura das placas
foi realizada no comprimento de onda de 450 nm no espectofotdmetro de placas (Thermo Scientific™
Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer), sendo as concentragdes calculadas a partir da curva
de titulagao dos padrdoes de citocinas e as concentragoes finais expressas em pL/mL. Similarmente, os
controles brancos com os anticorpos de detecgao e captura foram diluidos em albumina 1X. Em todos os
subprodutos os estudos foram realizados em duplicata.

Analise estatistica

Os dados deste estudo foram analisados através de métodos quantitativos, usando metodologia
estatisticadescritiva etestes de hipoteses. Os experimentos resultaram em dados continuos em amostras
pequenas, com 10 voluntarias cada. Como foram realizadas réplicas de cada amostra, inicialmente foi
feita uma analise entre as réplicas das amostras através de testes de hipoteses t-student pareados para
verificar se as médias das réplicas para cada voluntaria eram estatisticamente iguais, tornando as leituras
confidveis para serem usadas nas médias finais de interesse para os respectivos subprodutos. Para
todos os testes realizados (hipotese de nulidade: sem diferenca de médias versus a hipotese alternativa:
as médias sao diferentes), consideramos um nivel de significancia igual a 5% (valor-p<0,05).

Resultado e Discussao

Caracterizacao da Amostra — Sujeitos

Embora a elegibilidade das voluntarias tenha sido estabelecida considerando o status de clinicamente
saudavel pela manifestagao clinica de cada voluntaria, optou-se por realizar exames laboratoriais
bioquimicos complementares que pudessem confirmar o status de saude das voluntarias. A primeira
etapa, portanto, consistiu em analisar os resultados dos exames bioquimicos das voluntarias. Os
resultados estao inseridos na Tabela 1.

Em relacao aos valores obtidos de hemataocrito, PCR e plaquetas, 100% das voluntarias apresentaram
resultados dentro dos valores de referéncia de normalidade. Uma das voluntarias apresentou leucocitose,
em contrapartida, sem alteracdes nos parametros avaliados para atividades inflamatérias: VHS e PCR.
Ademais, durante a anamnese, negou habitos ou condi¢des inelegiveis, que foram fatores relevantes,
portanto, para a sua permanéncia no elenco de voluntarias do estudo.

Os resultados demonstraram valores de VHS discretamente acima dos valores de referéncia em
outras 2 voluntarias. Os demais parametros se mantiveram dentro da referéncia normal laboratorial. A
anamnese e o status clinico das voluntarias fortaleceram a elegibilidade e continuidade na presente
pesquisa.
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Tabela 1 - Resultados referentes aos exames bioquimicos das 10 voluntarias com as respectivas
idades, valores de referéncia para hematécrito, leucécitos, VHS, PCR e plaquetas.

HEMATOCRITO LEUCOCITOS VELOCIDADE DE PROTEINA C REATIVA PLAQUETAS
VOLUNTARIAS IDADES de 36,0 2 48,8 de3,5a10,5 HEMOSSEDIMENTAC&O inferior a 6,0 de 140,0 a 450,0
(anos) | (x106 células/mm?) | (x10%células/mm?) até 20,0 (mm/h) (meg/L) (x10%células/mm?)
39 40,0 54 8.0 01 267.0
B
23 424 7.2 30 1.5 2530
M
46 38,0 45 12.0 01 4220
T
22 393 13,6 18,0 23 3570
Vv
29 39.0 59 17.0 2.2 253.0
L
0 43 398 8.8 22,0 28 3260
R 28 403 44 30 05 2310
39 409 8.1 14.0 35 2280
A
Kl 403 6.1 220 24 3930
J
0.8 2700
G 46 404 50 20

Em relacao aos valores obtidos de hematdcrito, PCR e plaquetas, 100% das voluntarias
apresentaram resultados dentro dos valores de referéncia de normalidade. Uma das voluntarias
apresentou leucocitose, em contrapartida, sem alteragcdes nos parametros avaliados para atividades
inflamatoérias: VHS e PCR. Ademais, durante a anamnese, negou habitos ou condigdes inelegiveis,
que foram fatores relevantes, portanto, para a sua permanéncia no elenco de voluntarias do estudo.

Os resultados demonstraram valores de VHS discretamente acima dos valores de referéncia em
outras 2 voluntarias. Os demais parametros se mantiveram dentro da referéncia normal laboratorial.
A anamnese e o status clinico das voluntarias fortaleceram a elegibilidade e continuidade na
presente pesquisa.

Obtencao da L-PRF

Embora todas as voluntarias tivessem condigoes clinicas semelhantes e tenham sido submetidas
ao mesmo protocolo de coleta e centrifugacao, foram identificadas diferencas significativas no
material obtido apo6s a centrifugacao.

Em relagao ao SAS, nao foi evidenciada diferenca significativa entre as voluntarias. Ja em relagao
ao coagulo, foram evidenciadas caracteristicas fisico quimicas distintas, tanto no que tange as
dimensodes quanto na consisténcia. Como consequéncia desta distincao, foi também notificada
uma diferenca no volume do exsudato obtido apds o processo de extragao.

Potencial antibacteriano da L-PRF

A sequéncia de imagens da Figura 1, ilustra os resultados alcancados ao final do ensaio
antibacteriano em suas respectivas fragoes de L-PRF: SAS, exsudato e coagulo.
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Figura 1 — Ensaio antibacteriano baseado no método de difusao com SAS depositados em pogos

nas culturas bacterianas de P. aeruginosa (A) e S. aureus (B), exsudato colocado sobre discos de

papel Whatman n° 3 nas culturas bacterianas (C, D) e fibrina como complemento final encimada na
superficie das placas de agar Mueller Hinton nas culturas demonstradas (E, F).

A partir da interpretacao dos resultados encontrados na referida analise, foi gerada a Tabela 2,
que sumariza os efeitos dos subprodutos da L-PRF de cada voluntaria nas cepas bacterianas.

Tabela 2 - Resultados do teste de difusao em &gar de inibicao bacteriana referentes ao SAS, exsudato
e coagulo das voluntarias para S. aureus e P. aeruginosa. A auséncia de inibicao bacteriana foi
descrita com — e a evidéncia de inibicao bacteriana foi descrita com +.

SORO ACELULAR SOBRENADANTE EXSUDATO COAGULO
VOLUNTARIAS S. aureus ‘ P. aeruginosa S. aureus | P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa
B - - + - - -
M - - - - - -
T - - - - - +
v - - + - - +
L - - - - - -
0 - - - - + +
R - - - - - -
A - - - - - -
| - - - - - -
G - - - - - -

Como identificado na tabela, os resultados permitem constatar que em 60% das voluntarias
nao houve nenhum tipo de acao antibacteriana. Nos 40% que exibiram influéncia inibitéria de
crescimento bacteriano, foi possivel identificar que nao houve influéncia antibacteriana relacionada
ao SAS em nenhuma voluntaria. Houve acao apenas no exsudato e coagulo, tanto para S. aureus
quanto para P. aeruginosa.

Levando em consideracao apenas as voluntarias que apresentaram atividade antibacteriana do
presente estudo, metade destas voluntarias apontaram acao antibacteriana na analise do exsudato

57 Revista Brasieira Multidiscipinar - ReBravi Vol. 28, n.1, 2025



<< Acao antibacteriana e regenerativa da fibrina...

exclusivamente para o S. aureus. Ja em relagcao ao coagulo, 2 voluntarias apresentaram acao
antibacteriana apenas no P. geruginosa e 1 voluntaria para ambas bactérias.

Potencial Regenerativo da L-PRF
O processo de analise do potencial regenerativo, por meio da dosagem dos alvos bioquimicos,

contempla apenas os subprodutos SAS e exsudato, considerando a incapacidade de realizagao do
teste no coagulo da L-PRF.

FTC-3

Os resultados referentes as analises do FTC-3, foram inicialmente submetidos ao procedimento
estatistico através do teste t-student parametrico para avaliar a consisténcia das duas leituras
realizadas para cada amostra das voluntarias. Os resultados demonstraram a similaridade de
dados dos valores das duas leituras realizadas para cada amostra, tanto para o SAS quanto para o
exsudato (valor-p=0,829). A partir desta interpretacao, foi realizada a segunda etapa do método, a
andlise comparativa entre a identificagao do FTC-f3 entre os subprodutos da L-PRF: SAS e exsudato

(Grafico 1). Os resultados demonstraram que nao ha diferenga estatistica na concentragao entre os
2 subprodutos.

Grafico 1 - Valores de média e desvio padrao (M:DP) correspondentes a densidade 6tica (DO) do
Fator de Transformacao e Crescimento beta (FTC-f3) no soro acelular sobrenadante (SAS) e no
exsudato (EXS).
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0,70 mSAS

0,60 Exsudato
0,50
0,40

0,30

Densidade ética (DO)

0,20

0,10

0,00 . .
Grupos Experimentais

IL-10

A analise referente a IL-10 demonstrou a presenca deste alvo em ambos subprodutos testados.
A partir da identificacao destes alvos, foi realizada analise estatistica inicialmente comparando as
duas leituras, como feito na analise do FTC-3 (Grafico 2). O resultado foi semelhante, tanto no SAS
quanto no exsudato (valor-p = 0,976).
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Grafico 2 - Valores de média e desvio padrao (M:DP) correspondentes a concentragao (pg/mL) da
Interleucina 10 (IL-10) no soro acelular sobrenadante (SAS) e no exsudato (EXS).
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Grafico 3 - Valores de média e desvio padrao (M+DP) correspondentes a concentragao (pg/mL) do
Fator de Necrose Tumoral (FTN) no soro acelular sobrenadante (SAS) e no exsudato (EXS).
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FTN

Diante da impossibilidade de estabelecer uma curva entre a concentragcao densidade, nao foi possivel
obter os valores da concentragao especifica no FTN em cada um dos subprodutos. Em contrapartida, utilizou-
se absorbancia para comparacao.

Assim como realizado no FTC-f3 e IL-10, foram realizadas duas leituras para cada amostra das voluntarias
para validar a analise estatistica do presente estudo (Grafico 3). Com um valor-p = 0,004, as médias SAS e
exsudato foram consideradas estatisticamente diferentes, com 16,8% a mais no exsudato em relagcao ao SAS.

As pesquisas realizadas, dentro da tematica dos concentrados plaquetarios, apresentaram
uma grande diferenca dentro do perfil da amostra em cada trabalho. Houve variagao tanto no sexo
quanto na faixa etaria, condigoes clinicas e perfil da amostra. Predominam na literatura trabalhos
utilizando ambos os sexos e numero pequeno de voluntarios, como Bilgen et al. (2021) que incluiram
9 homens e 7 mulheres. Tal fato pode estabelecer diferencas na pesquisa, considerando condigcoes
hormonais e metabdlicas, com variagdes na amostra selecionada, além de interferir na caracteristica
dos subprodutos da L-PRF. Dohan et al. (2006a), selecionaram 15 voluntarios do sexo masculino,
priorizando a padronizacao do sexo para homogeneizar a amostra elencada.

A diversidade de produtos plaquetarios depende dos critérios de processamento do sangue,
ha uma diversidade de métodos de obtencao e concentracao de plaquetas que resultam em
subprodutos e fungées diversificadas. Ainda na atualidade, por esta razao, modificacées tém sido
propostas nas rotagoes por minuto (RPM), tempo de centrifugacao, ou seja, a forga g varia, pois sao
elementos-chave para a alteragcao da estrutura e composicao da L-PRF.

Desde o protocolo desenvolvido inicialmente por ChouRron et al. (2006) no final da década de
1990, com centrifugacao em torno de 2.700 a 3.000 RPM e 12 minutos, os trabalhos encontrados
na literatura fazem mudancas na metodologia para a compreensao da diversidade de produtos
plaquetarios, que depende dos critérios de processamento do sangue.

Recentemente, Castro et al. (2021) compararam diferengas do impacto da forca G e do tempo
nas caracteristicas da L-PRF em um trabalho com 8 voluntarios. Evidenciou que uma menor forga
G reduz a tracao do coagulo e o tempo no processo de preparacao é significativo. Destacou-se
a relevancia do tempo entre a coleta do sangue e a centrifugagao, que influenciou fortemente a
dimensao e estrutura da L-PRF. Ainda encontraram diferengas estatisticamente significativas entre
as comparacgoes de coagulo imediatamente ap6s a centrifugagao e os preparados apos 2 ou 3 horas.
Segundo o autor, quanto maior o tempo de ativagao, maior a dosagem de subprodutos plaquetarios
difundidos no exsudato.

Em relacao ao efeito antibacteriano dos concentrados plaquetarios, conclui-se que os resultados
referentes variaram de acordo com o microrganismo, foram seletivos em relagao ao subproduto
plaquetario e altamente dependentes de variaveis intrinsecas dos individuos.

Apenas 40% das voluntarias apresentaram positividade nas duas bactérias selecionadas para analise,
entretanto,comdiferentes respostas do SAS, coagulo e exsudato. Os resultados evidenciados emrelacao
ao subproduto SAS, evidenciaram a inexisténcia de uma acao antibacteriana, independentemente
do tipo de bactéria estudada. A inexisténcia de acao antibacteriana no SAS também foi descrita por
Leal et al. (2022) realizando um estudo com as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa na cavidade oral de 16 caes, que também nao evidenciou a acao antibacteriana
do SAS, sugerindo a inexisténcia deste tipo de influéncia sobre determinados microrganismos. Ambos
resultados, assim como relatado por outros pesquisadores, permitem sugerir que a inexisténcia desta
acao antibacteriana possa estar relacionada a menor concentragao dos subprodutos difundidos no SAS,
capazes de efetuar qualquer tipo de acao antibacteriana.

O exsudato demonstrou propriedades in vitro com halo de agao inibitério em 2 voluntarias no
S. aureus, sem atividade observada deste subproduto no P. geruginosa. Na analise da resposta
antibacteriana do codagulo, ficou evidente que houve uma maior resposta da acao das voluntarias
no PP. aeruginosa em relagcao ao S. aureus. Em relacao as consideragoes especificas de cada espécie
bacteriana, os resultados também podem se diferenciar levando em questao as caracteristicas
intrinsecas das cepas utilizadas, que podem apresentar suscetibilidades contrapostas aos mesmos
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subprodutos plaquetarios (JOHANSSON; SHANNON; RASMUSSEN, 2011).

Fato é que, uma diferenca entre Gram positivo e Gram negativo relevante, estd na abordagem da
estrutura protetora das bactérias. Evidenciam-se duas membranas no P. aeruginosa contrapondo-
se a uma parede de peptideoglicanos ao redor do S. aureus. Contudo, atravessar paredes celulares
implica mecanismos diferentes de permear membranas envoltérias (XIONG et al,, 2021) A maior
apresentacao de atividades antimicrobianas do S. aureus, pode ter embasamento nos estudos mais
recentes, que demonstraram que as plaquetas exercem atividade antiestafilocécica significativa,
tanto diretamente quanto por meio da potencializagao de macréfagos (SHANNON, 2017; DOHAN
et al, 2006b).

Outro objetivo desta pesquisa foi caracterizar o potencial efeito regenerativo destes subprodutos
plaquetarios. Para tal, optou-se por avaliar um alvo correspondente ao fator de crescimento
que, sabidamente, interfere no processo de reparo tecidual. Um destes ativos foi o FTC-[3, com
demonstracao na sua dosagem de quantidades muito semelhantes, sem diferenca significativa
na sua concentragao em relagao aos subprodutos SAS e exsudato. Dohan et al. (2006a) também
observaram resultados semelhantes do FTC-[3 nas quantificagdes ELISA.

De acordo com trabalho publicado por Rojas et al. (2022), o FTC-3 apresenta capacidade de
converter fibroblastos em miofibroblastos, que se alinham nas bordas da matriz extracelular,gerando
uma forga constritiva fundamental para o fechamento da ferida. Entre outras agdes descritas na
literatura, esta a mediacao do FTC-3 na remodelacao do tecido envolvendo a sintese de novo
colageno, representa uma importante rede de sinalizagao que permeia a fungcao de muitos processos
bioldgicos, desde a fase embrionaria até a homeostase do adulto (TZAVLAK K; MOUSTAKAS, 2020).

Outra molécula investigada na presente pesquisa foi a IL-10. Os resultados demonstraram a
presencadainterleucinanos2subprodutosavaliados,naohavendodiferencasentreasconcentragoes
no SAS e exsudato. A IL-10 tem uma agao de extrema importancia, pois evita a exposi¢ao prolongada
aos mediadores inflamatoérios e limita um possivel dano dos tecidos, seja por infecgao ou por outras
causas de respostas inflamatdrias, dentre elas, as doencgas autoimunes. Suas extensas atividades e
acoes, ora redundantes e ora antagénicas em relacao ao seu comportamento com outras citocinas,
sao justificadas pelo objetivo final do processo, que é estabelecer a homeostasia. Alteragdes nesta
fase, podem alterar o quadro clinico, pelo impacto no padrao fisioldégico da resposta individual das
voluntarias, estabelecendo, assim, a necessidade de um plano de tratamento individualizado (SILVA
et al., 2019).

Como citocina pré-inflamatoria, foi selecionado o FTN que, apds sua prévia liberacao, torna
possivel a sintese da IL-10, segundo Ouyang et al. (2011). O FTN, que possui acao regulatéria
diretamente dependente da IL-10, com habilidades de retrocontrole envolvidas na inflamagao,
apresentou diferencas entre os concentrados plaquetarios, com maior quantidade no exsudato em
comparacao ao SAS. Tal fato é relatado em literatura no trabalho de Dohan et al. (2006a). Portanto,
se torna mais valido, de acordo com o presente estudo, priorizar o SAS quando necessitamos da
acao do FTN ao inveés da utilizacao do exsudato pela maior concentracao neste subproduto.

Considerando a evidéncia do efeito antibacteriano ser extremamente individualizada, nao se
pode antecipar o seu potencial, por mais que a literatura apresente os mecanismos de acao em
cada subproduto. Trabalhos clinicos visam a otimizacao do fechamento de feridas cutaneas, com
o favorecimento da parte regenerativa sincronicamente a agao antibacteriana dos subprodutos da
técnica de L-PRF, como apresentado nos resultados de Godoi et al. (2022), demonstrando a parte
translacional do estudo em um relato de caso de uma mordida canina na face de uma paciente
jovem e a sua evolucao clinica.

Analisando os resultados de uma forma plena, foi observado o potencial antibacteriano e
regenerativo dos subprodutos da técnica de L-PRF. Sao necessarios mais estudos para avaliar
a sua atividade antibacteriana e, para além disso, os resultados obtidos poderao complementar
outras diferentes pesquisas que estao por vir. Os resultados podem ser de interesse para outros
pesquisadores que investigam os efeitos aditivos e sinérgicos de estratégias terapéuticas
envolvendo os efeitos da L-PRF. Esta pesquisa serve como um recurso fundamental pelo bindmio
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concentrados plaquetarios e atividade antibacteriana somados ao potencial regenerativo.

Conclusoes

A avaliacao dos resultados do potencial antibacteriano da L-PRF sugere a existéncia de um
efeito antibacteriano proporcionado pela técnica de L-PRF. O efeito antibacteriano apresenta um
comportamento com caracteristicas de seletividade em relagao a cepa bacteriana e dependéncia
do subproduto especifico de L-PRF em cada individuo. Em relagao ao efeito biomodulatério dos
subprodutos SAS e exsudato, embora o potencial regenerativo seja associado a técnica, sua
mensuracao é um grande desafio, assim como o potencial antibacteriano, ou seja, o que se
administra nao tem controle coletivo, destacando a individualidade biolégica e regenerativa das
voluntarias. Novas pesquisas precisam ser conduzidas para a caracterizacao dos mecanismos
envolvidos neste potencial antibacteriano, dos fatores envolvidos na seletividade do efeito e da
influéncia dos parametros de obtencao da L-PRF.
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