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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A utilizagdo do i-PRF como sistema de liberagdo de antimicrobianos tem um impacto
significativo, especialmente no tratamento de infeccBes periodontais. Por ser uma matriz
bioldgica autdgena, o i-PRF permite a liberacéo localizada e sustentada de antimicrobianos,
aumentando a eficacia terapéutica e reduzindo efeitos colaterais sistémicos. Essa abordagem
combina os beneficios regenerativos do i-PRF com o controle de infec¢des bacterianas,
oferecendo uma alternativa segura e inovadora. Os resultados podem abrir caminhos para novas
aplicacdes clinicas, impulsionando tratamentos personalizados e avangos na medicina

regenerativa.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The use of i-PRF as a drug delivery system for antimicrobials holds significant potential,
particularly in the treatment of periodontal infections. As an autogenous biological matrix, iPRF
enables localized and sustained release of antimicrobials, enhancing therapeutic efficacy while
reducing systemic side effects. This approach combines the regenerative benefits of iPRF with
effective infection control, offering a safe and innovative alternative. The findings of this
research may pave the way for new clinical applications, promoting personalized treatments

and advancements in regenerative medicine.
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RESUMO

Pinto IAR. Utilizacdo da Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel (i-PRF) como sistema de
liberacdo de antimicrobianos [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2025.

O estudo teve como objetivo avaliar a eficacia da Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel
(I-PRF) como sistema de liberacdo de antimicrobianos, testando sua incorporacao e
atividade antimicrobiana contra Porphyromonas gingivalis. A preparacao do i-PRF foi
realizada a partir do sangue de um doador voluntario, seguido da incorporacdo de
amoxicilina e metronidazol. Os grupos testados foram: i-PRF; i-PRF + Amoxicilina; i-
PRF + Metronidazol. A incorporagéo dos farmacos foi monitorada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa (RP-HPLC) e a atividade antimicrobiana
foi avaliada por meio de testes de difusdo em &gar. Os resultados demonstraram que
a amoxicilina e o metronidazol apresentaram rapida e eficaz incorporacéo ao i-PRF.
Além disso, a Amoxicilina foi eficaz na inibicdo do crescimento bacteriano quando
incorporada ao i-PRF, apresentando halos de inibic&o significativos. Em contrapartida,
0 metronidazol ndo mostrou efeito antimicrobiano sob as condi¢cdes experimentais
testadas. Portanto, i-PRF pode ser uma alternativa viavel para a liberacéo localizada
de amoxicilina, promovendo efeitos terapéuticos e regenerativos simultaneamente. No
entanto, ajustes na formulacdo e novos testes sdo necessarios para validar a
aplicacao do metronidazol no mesmo sistema.

Palavras-chave: Testes in vitro; Fibrina Rica em Plaquetas; Sistema de liberacéo de
drogas; Antibacterianos.



ABSTRACT

Pinto IAR. Use of injectable platelet-rich fibrin (i-PRF) as an antimicrobial delivery
system [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2025.

The study aimed to evaluate the efficacy of Injectable Platelet-Rich Fibrin (i-PRF) as a
drug delivery system for antimicrobials, testing its incorporation and antimicrobial
activity against Porphyromonas gingivalis. The i-PRF was prepared from the blood of
a voluntary donor, followed by the incorporation of amoxicillin and metronidazole. The
tested groups were: i-PRF; i-PRF + Amoxicillin; i-PRF + Metronidazole. Drug
incorporation was monitored using Reverse-Phase High-Performance Liquid
Chromatography (RP-HPLC), and antimicrobial activity was assessed through agar
diffusion tests. The results demonstrated that both amoxicillin and metronidazole were
rapidly and effectively incorporated into the i-PRF. Moreover, amoxicillin was effective
in inhibiting bacterial growth when incorporated into i-PRF, showing significant
inhibition zones. In contrast, metronidazole did not exhibit antimicrobial effects under
the tested experimental conditions. Therefore, i-PRF may represent a viable alternative
for the localized delivery of amoxicillin, promoting both therapeutic and regenerative
effects simultaneously. However, formulation adjustments and further testing are
necessary to validate the application of metronidazole in the same system.

Keywords: In vitro Techniques; Platelet Rich Fibrin; Drug delivery system;
Antibacterials.
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1 INTRODUCAO

O tratamento clinico convencional para a periodontite tem como objetivo
excluir as fontes infecciosas e diminuir a inflamacéo para interromper a progressao da
doenca (Ryder et al., 2018). As abordagens convencionais de tratamento periodontal
comegam com remogao mecanica e alisamento radicular e, em casos apropriados,
procedimentos cirurgicos podem se fazer necessarios. No entanto, essa abordagem
pode nao ser completamente eficaz em garantir o sucesso do tratamento, com isso, a
utilizacdo adicional de antibidticos em conjunto com a terapia periodontal pode
proporcionar beneficios clinicos adicionais em determinados grupos de pacientes.
(Szulc et al., 2018; Arweiler et al., 2014; Cosgarea et al., 2021). Os antibiéticos usados
adjuvantes ao tratamento periodontal podem ser administrados tanto sistemicamente
guanto localmente (Jepsen et al.,, 2016). Agentes antimicrobianos administrados
localmente podem ser uma das estratégias utilizadas como complemento para o
tratamento da doencga periodontal (Hanes,Purvis, 2003). Eles apresentam algumas
vantagens, como proporcionar alta concentracdo do medicamento na regiao alvo, ndo
apresentar efeitos colaterais sistémicos e resisténcia bacteriana. (Joshi et al., 2016)
Os medicamentos administrados localmente parecem ser uma boa solucéo para o
tratamento causal da periodontite, inclusive uma revisao de literatura demonstra que
o metronidazol administrado localmente traz resultados significativos no tratamento
da periodontite (Szulc et al., 2018).

A Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel (i-PRF) tem emergido como um
inovador biomaterial na odontologia e medicina regenerativa, destacando-se por suas
propriedades de liberacdo controlada de fatores de crescimento e antimicrobianos
(Dohan, Ehrenfest et al., 2010). Outro aspecto relevante € biocompatibilidade do iPRF,
que, sendo derivada do proprio sangue do paciente, reduz o risco de rejeigdo e
reacoes adversas. Essa caracteristica torna a i-PRF uma opcéo atraente para uso em
diversas aplicacoes clinicas, desde o tratamento de infecces peri-implantares até a
regeneracao de tecidos moles e duros (Choukroun et al., 2006). Uma revisao feita por
Miron, Zhang, 2018 proporcionou uma introducdo ao uso da Fibrina Rica em
Plaquetas Injetavel (i-PRF) como potencial sistema para a liberacdo de varias

biomoléculas. Com isso sua associacdo com agentes antimicrobianos pode ser uma
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abordagem valida para o tratamento da periodontite.

O i-PRF é um material biologico eficiente que auxilia positivamente para a
angiogénese, cicatrizacdo de feridas, inflamacdo e processos de regeneracao
(Aydinyurt et al., 2021). Para exceder a rapida degradacédo do PRF, o PRF injetavel
(iPRF) foi desenvolvido por meio da diminuicdo da velocidade e do tempo de
centrifugacéo, gerando uma concentracdo maior de fator de crescimento, em uma
forma mais fluida que assegura uma liberacdo mais prolongada desses fatores (Varela
et al., 2019). O i-PRF fica liquido por cerca de 15 minutos, podendo ser utilizado
durante esse periodo (Lei et al., 2019). Depois de aplicado, o fibrinogénio liquido
humano que esta presente no i-PRF é transformado em um coagulo de PRF, que
lentamente vai liberando fatores de crescimento em até 10 dias (Kyyak et al., 2020;
Varela et al., 2019; Ucak et al., 2020).

Polak et al., 2019 publicaram um estudo onde destacaram a importancia de
se obter uma associacao entre PRF e antibidticos. Os autores obtiveram um resultado
promissor, confirmando a atividade antimicrobiana dessa associagéo por pelo menos
4 dias, sugerindo seu uso como agente antimicrobiano de liberagéo lenta.

Diante desses achados, 0 objetivo da presente pesquisa € avaliar os efeitos
do i-PRF associado a antibioticos, buscando ampliar o entendimento sobre sua

eficacia aplicacao.



12

2 REVISAO DE LITERATURA

Szulc et al., 2018 revisaram a literatura contemporanea sobre a administracéo
local de medicamentos no tratamento da Periodontite, destacando que essa
abordagem pode oferecer concentracbes mais altas de agentes terapéuticos
diretamente no local afetado, minimizando os efeitos colaterais sistémicos e
melhorando a eficacia clinica. Foi observada abordagens de entrega de
medicamentos no tratamento da Periodontite, ressaltando a importancia de sistemas
de liberacdo controlada local para melhorar os resultados do tratamento (Joshi et al.,
2016).

A Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) é um concentrado plaquetario autélogo de
segunda geracdo amplamente utilizado na medicina regenerativa, especialmente na
odontologia, devido ao seu potencial de promover cicatrizacdo e reparo tecidual.
Existem diferentes tipos de PRF, cada um com caracteristicas especificas que
influenciam suas aplica¢des clinicas. (Ghanaati et al., 2018)

O L-PRF (Fibrina Rica em Plaquetas e Leucécitos) é obtido por meio da
centrifugacéo do sangue sem a adicdo de anticoagulantes, resultando em uma matriz
de fibrina tridimensional que contém plaguetas e leucdcitos, além de fatores de
crescimento, os quais desempenham um papel crucial na regeneracéo tecidual
(Takamori et al., 2018).

O a-PRF (Fibrina Rica em Plaguetas Avancada) € uma modificacdo do L-PRF,
obtida através de protocolos de centrifugacdo ajustados que visam aumentar a
concentragcdo de células e fatores bioativos na matriz de fibrina, potencializando a
resposta regenerativa (Chellathurai et al., 2020).

Por sua vez, o0 i-PRF (Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel) é uma forma liquida
do PRF, obtida por centrifugacdo em baixa velocidade, que mantém células e fatores
de crescimento em suspenséao, permitindo sua aplicacao injetavel em areas de dificil
acesso ou onde a aplicacdo de membranas solidas néo é viavel (da Costa et al., 2022).

O T-PRF (Fibrina Rica em Plaquetas de Titanio) € uma variacéo do PRF obtida
utilizando tubos de titanio no lugar dos tradicionais tubos de vidro ou plastico. Segundo
Tunali et al., 2014, a utilizacdo do titanio favorece uma melhor ativacéo plaquetaria,

resultando em uma matriz de fibrina mais densa e estavel, com maior liberacdo de 13
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fatores de crescimento ao longo do tempo, o que potencializa sua aplicacdo na
regeneracao tecidual. Além disso, conforme Miron et al. 2017, o T-PRF apresenta
vantagens biologicas em comparacdo com outras formas de PRF, incluindo maior
biocompatibilidade e melhor estrutura tridimensional da fibrina, tornando-se uma
alternativa promissora para aplicacdes na odontologia regenerativa.

A incorporacdo de antibidticos ao PRF tem sido explorada como uma
estratégia para melhorar seus efeitos antimicrobianos, com isso Szulc et al.; 2018
revisaram a literatura sobre a administracao local de medicamentos no tratamento da
periodontite, destacando que essa abordagem pode oferecer concentracdes mais
altas de agentes terapéuticos diretamente no local afetado, minimizando os efeitos
colaterais sistémicos e melhorando a eficacia clinica. Foi observada a importancia dos
sistemas de liberagdo controlada local para otimizar os resultados do tratamento da
periodontite (Joshi et al., 2016).

A eficacia antimicrobiana do PRF tem sido amplamente investigada, foi
avaliada a eficacia antimicrobiana comparativa do PRF e i-PRF contra cepas padrao
de Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, observando
uma eficacia consideravel do i-PRF (Kour et al.; 2018). Além disso, Miron e Zhang
2018 discutiram o i-PRF como um sistema inovador de liberacdo de medicamentos,
destacando sua capacidade de liberar fatores de crescimento e agentes terapéuticos
de forma controlada.

A associacdo de antibidticos ao PRF também tem demonstrado beneficios
significativos, com isso Polak et al.; 2019 incorporaram antibiéticos (Doxiciclina e
Metronidazol) ao PRF, criando um dispositivo biolégico de liberacdo lenta de
antibiéticos, mostrando-se promissor no combate a periodontite. No mesmo estudo, a
incorporacado desses antibidticos ao PRF apresentou maior efeito antibacteriano em
comparacao com a associacdo de esponja de colageno com antibiéticos.

Foi demonstrada a eficacia da Doxiciclina local combinada com terapia
fotodinamica antimicrobiana durante a terapia periodontal de suporte (Cosgarea et al.,
2021). Ercan et al.; 2022 demonstraram que o T-PRF apresentou efeito antibacteriano
consistente durante sete dias contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. O estudo também concluiu que o T-PRF pode ser utilizado como um
sistema de liberacéo prolongada de Doxiciclina, sendo util no tratamento cirdrgico de

defeitos 0sseos peri-implantares e periodontais.
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Outros estudos destacaram diferentes abordagens para a incorporagcao de
antibioticos ao PRF, como o de Szulc et al. 2018, que demonstrou que a incorporagao
de Metronidazol e Tetraciclina ao PRF resultou na liberacdo de 25% dos
medicamentos em 24 horas, enquanto o restante foi liberado conforme a degradacgao
do PRF in vivo, sugerindo seu potencial como um sistema eficaz de liberacdo de
farmacos. Straub et al. 2022 investigaram os efeitos antimicrobianos do PRF
incorporado a Clindamicina, demonstrando liberacdo controlada e prolongada do
antibiético, com significativa atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mitis, Porphyromonas gingivalis e
Fusobacterium nucleatum.

A possibilidade de utilizar o PRF como veiculo para administracdo de
antibioticos foi também explorada em um estudo de Rafiee et al. 2020, que conduziram
um experimento in vitro para avaliar a liberacdo de Metronidazol, Ciprofloxacina e
Minociclina a partir de um scaffold injetavel de i-PRF. Os resultados mostraram que
esse sistema proporcionou uma liberacdo controlada e sustentada dos agentes
antimicrobianos, demonstrando potencial significativo para uso clinico na terapia
periodontal.

Por fim, a producdo de PRF ap6s a administracdo oral de antibiéticos, como
amoxicilina associada ao Acido Clavulanico, rendeu ao PRF uma atividade
antibacteriana melhorada contra Enterococcus faecalis (Cieslik-Bielecka et al., 2007).
Esse achado reforca a viabilidade da utilizacdo do PRF e suas variagbes como
sistemas inovadores de liberacdo controlada de farmacos no contexto da periodontia

e regeneracdo 6ssea
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos gerais

Avaliar a incorporacdo do i-PRF (Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel)
associado a diferentes agentes antimicrobianos e a sua capacidade de liberacao

desses agentes antimicrobianos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a incorporagdo dos agentes antimicrobianos Amoxicilina e
Metronidazol incorporados a Fibrina Rica em Plaquetas Injetavel (i-PRF) utilizando o
teste de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa (RP-HPLC),

Avaliar a liberacdo desses agentes antimicrobianos

Avaliar a sua capacidade antimicrobiana contra Porphyromonas gingivalis e

Fusobacterium nucleatum utilizando o teste de difusdo em agar
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi enviado e aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa
em Humanos do ICT UNESP de S&o José dos Campos (Parecer n°: 4.217.367).

4.2 Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitoria (MIC) dos Farmacos

Amoxicilina e Metronidazol

A determinacéo da MIC foi feita pela técnica do disco difusdo de acordo com
as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). As solucdes
estoques dos farmacos Amoxicilina e Metronidazol, foram diluidas em DMSO
(Dimetilsulféxido) na concentracdo de 10 mg/ml, para o farmaco. Para determinacao
da concentracdo inibitoria minima para amoxicilina, foi utilizada a cepa de
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), onde previamente antes da realizagdo do
teste, a cepa foi semeada em agar sangue e incubada em jarra de anaerobiose a 37
°C por 10 dias. ApOs esse tempo, uma suspensdo padronizada contendo 107
células/ml foi preparada em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), com auxilio de
espectrofotometro (AJX-1600; Micronal), de acordo com 0s seguintes parametros:
comprimento de onda (A) de 660 nm e densidade optica (DO) de 0,077.

Com o auxilio de um swab estéril, o inéculo foi espalhado na superficie do
agar BHI (Brain Heart Infusion Agar) suplementado Hemina + Menadiona na
proporcao de 1:1000 e as placas mantidas por 5 minutos sob camara de fluxo laminar
para secagem, onde em seguida, foram adicionados discos de papel de filtro estéril,
contendo ambos os farmacos nas seguintes concentragdes (mg/ml): 10, 5, 2,5 e 1,25
(Zhang et al., 2022). As placas foram incubadas em jarra de anaerobiose a 37 °C por
10 dias, onde apos este periodo, foi feita determinacdo da MIC, por meio de leitura

visual da formacédo de halo de inibicho em comparacdo ao crescimento do grupo
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controle de crescimento, de acordo com a CLSI, 2021, com modificacdes. Os ensaios

foram realizados em duplicata em 3 ocasifes diferentes (n=6).

4.3 Preparo da Fibrina Rica em Plaguetas Injetavel (i-PRF) e Incorporacédo dos
Antibidticos ao (i-PRF)

Um profissional capacitado fez a coleta do sangue de 1 doador voluntario. O
voluntario doou 6 tubos de sangue. O voluntario foi proveniente do ICT Unesp,
saudavel sistemicamente (avaliado através de anamnese completa e detalhada sobre
a condicdo de saude sistémica, histérico médico e dental, e através de hemograma
completo que foi solicitado e conferido previamente aos procedimentos).

Para a preparacédo do i-PRF, tubos de plastico PET de 10 ml de sangue sem
a adicao de anticoagulante foram centrifugados a 300 mg por 5 minutos em
temperatura ambiente usando uma centrifuga horizontal (Bio-PRF, EUA), como
ilustrado na Figura 1. A camada liquida de i-PRF (aproximadamente 1 mL) foi
coletada. Apds a centrifugacdo, os agentes antimicrobianos foram adicionados ao
iPRF usando uma seringa a 0,5 mg/mL de volume. Para incorporacdo no i-PRF, foi
utilizada a concentracdo que foi mais efetiva no teste de disco difuséo, trabalhandose
com 10x a MIC dos respectivos farmacos. A solucdo de antibiético, preparada
previamente ao teste, foi adicionada ao i-PRF (aproximadamente 1 mL) em ependorfs

e agitado com pipeta, logo apos a etapa de centrifugacéo.

Figura 1 — Etapas da preparacao da Fibrina Rica em Plaquetas
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c

Legenda: Producéo de Fibrina Rica em Plaguetas Injetavel. A) Centrifuga utilizada para producéo de i-
PRF; B) Material que foi utilizado para a coleta de sangue dos voluntarios; C) Tubos de i-PRF logo apos

a centrifugacéo. Fonte: elaborado pela autora.

Os seguintes grupos experimentais foram testados:

a) i-PRF
b) i-PRF + Amoxicilina
c) i-PRF + Metronidazol

4.4 Monitoramento de Incorporacado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia de Fase Reversa (RP-HPLC)

O monitoramento da associagao/incorporagdo dos antibioticos ao i-PRF foi
realizado por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Fase Reversa de Alta
Eficiéncia (RP-HPLC), com o objetivo de otimizar as condi¢cdes necessarias para a
incorporacao dos agentes farmacolégicos ao i-PRF. As concentracfes escolhidas 19
para a Amoxicilina e o Metronidazol foram de 0,5 e 1,0 ug/mL, respectivamente, para
ambos os antibidticos, incubados com preparacdes frescas de i-PRF humano a

temperatura ambiente por periodos de 0, 15 e 30 minutos. Essas concentracfes foram
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selecionadas com base no valor de MIC50, previamente determinado contra
diferentes cepas de patdgenos periodontais, conforme descrito por Lee et al. (2019).
Posteriormente, decidiu-se seguir com a determinagdo da Concentracédo Inibitéria
Minima (MIC) e, com os resultados obtidos, ajustaram-se as concentracfes dos

agentes antimicrobianos utilizados.

4.5 Andlise do Efeito Antimicrobiano

Para investigar os efeitos antimicrobianos do i-PRF incorporado com
Amoxicilina e Metronidazol foram realizados testes de difusdo em &gar com
Porphyromonas gingivalis. O inéculo fo preparado conforme descrito anteriormente.

A suspenséo foi semeada com o auxilio de um swab estéril sobre a superficie
do &gar BHI (suplementado Hemina + Menadiona na proporc¢éo de 1:1000). As placas
foram mantidas por 5 minutos no interior de camara de fluxo laminar para secagem.
Em seguida, foi feito um orificio padronizado no centro do agar, com o auxilio de uma
ponteira de 100 pL estéril. Aliquotas padronizadas do i-PRF foram obtidas com auxilio
de um punch estéril e transferidas ao interior dos orificios no agar. Em seguida, as
placas foram incubadas em jarra de anaerobiose a 37 °C por 10 dias. ApGs este
periodo foi feito a leitura visual onde foi observado a formacéo de halo (indicativo de
atividade antimicrobiana). Foi incluido ao teste um grupo controle de crescimento, que
€ 0 i-PRF sem incorporacao de ambos os farmacos. Os ensaios foram realizados em

triplicata em 3 ocasides diferentes (n=6).
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5 RESULTADO

5.1 Determinacado da MIC para o Farmaco Amoxicilina

A média das medidas dos halos formados em cada concentracdo testada,
foram apresentadas na Tabela 1. O valor de MIC encontrado para Amoxilina, foi de

2,5 mg/mL, como ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitéria para Amoxicilina

Legenda: Avaliacdo da Concentragdo Minima Inibitéria da amoxicilina frente a Porphyromonas
gingivalis. Foram avaliadas as concentracdes de 1,25 mg/mL; 2,5 mg/mL; 5 mg/mL e 10 mg/mL de
amoxicilina. Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 1 - Média e Desvio Padrédo da determinacéo da MIC

Concentracao de Média do Halo de Desvio Padrao (cm)
Amoxicilina (mg/mL) Inibicdo (cm)
1,25 0 0
2,5 15 0
5 1,6 0
10 1,7 0

Legenda: Tabela de Média e Desvio Padrdo dos Halos de Inibicdo na determinacdo da
Concentragdo Minima Inibitéria. mg/mL: miligramas por mililitro; cm: centimetros. Fonte: elaborado pela
autora.

5.2 Determinacao da MIC para o Farmaco Metronidazol

Conforme observado na figura 3, ndo houve formacéo de halo de inibicdo em
nenhuma das concentracdes testadas para o farmaco Metronidazol. Diante desse
resultado, optou-se por ndo dar continuidade ao teste com Porphyromonas gingivalis,
uma vez que néo foi identificada atividade antimicrobiana significativa nas condicdes

experimentais avaliadas.
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Figura 3 - Determinacéo da Concentracdo Minima Inibitéria para Metronidazol

Legenda: Avaliacdo da Concentracdo Minima Inibitéria do metronidazol frente a Porphyromonas
gingivalis. Foram avaliadas as concentracdes de 1,25 mg/mL; 2,5 mg/mL; 5 mg/mL e 10 mg/mL de
amoxicilina. Fonte: elaborado pela autora.

5.3 Monitoramento de incorporagado por RP-HPLC

Para a Amoxicilina, podemos verificar na Figura 4 que nas condi¢cbes de
incubacédo empregadas o antibidtico foi consumido ou que sua incorporacgéo ao i-PRF
foi rapida e eficiente. Para o Metronidazol também se observou na Figura 5 uma

incorporacao rapida e eficiente ao i-PRF.
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Figura 4 - Monitoramento por RP-HPLC da Amoxicilina
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Legenda: Monitoramento por RP-HPLC da incubacgéo de i-PRF humano com Amoxicilina (AMX) nas
concentracdes de (Ae B) 0,5 pug mL-1 e (C e D) 1,0 pg mL-1 Solugéo de AMX (0,2 pg mL-1) co-injetada
com a solugéo residual de AMX (0,5 pg mL-1) apds 30 min de A Solucdo AMX a 100 pg mL-1 (amarelo).
B: incubacéo (verde). Tempos de incubacéo: t = 0 min (preto), t = 15 min (vermelho) e t = 30 min (azul).
Fonte: elaborado pela autora.

Figura 5 — Monitoramento por RP-HPLC do Metronidazol
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Legenda: Monitoramento por RP-HPLC da incubacédo de i-PRF humano com Metronidazol (MTZ) nas
concentracdes de (A) 0,5 ug mL-1 e (B) 1,0 ug mL-1 o gel de fibrina. Entretanto, as andlises das
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amostras relacionadas ao Metronidazol (MTZ) na concentragdo de 1,0 pg mL-1 foram altamente
indicativas de que Soluc&do de Metronidazol (MTZ) a 10 pg mL-1 (verde). Tempos de incubacgdo: t =0
min (preto), t = 15 min (vermelho) e t = 30 min (azul). Fonte: elaborado pela autora

5.4 Efeito Antimicrobiano

Em relagdo a incorporacdo da Amoxilina ao i-PRF, com base nos testes
anteriores para determinacao da MIC, observou-se que a incorporacao de 10 vezes o
valor da MIC (25 mg/mL), apresentou atividade antimicrobiana, quando comparada ao
grupo controle onde ndo houve incorporacao do farmaco, conforme ilustrado na Figura
6.

Figura 6 — Teste do Halo de Inibicédo

Legenda: Teste de halo de inibicdo. Em A e B: amoxicilina incorporada ao i-PRF; C e D: Controle (sem
incorporacdo do farmaco). Fonte: elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo reforcam a eficacia do i-PRF como um
sistema promissor de liberacdo controlada de antimicrobianos, destacando diferencas
importantes entre o0os agentes testados. A amoxicilina incorporada ao i-PRF
demonstrou liberagdo controlada e atividade antimicrobiana significativa contra
Porphyromonas gingivalis, corroborando estudos anteriores, como os de (Polak et al.
2019), que destacaram o PRF como um dispositivo biolégico de liberacéo lenta com
eficacia comprovada no combate a patdégenos periodontais. A combinacdo de alta
biocompatibilidade, auséncia de reacdes adversas e capacidade regenerativa torna o
i-PRF uma ferramenta valiosa para 0 manejo de tratamento de periodontite e a
promocao de reparo tecidual, como na periodontia e implantodontia.

Por outro lado, o metronidazol, embora tenha sido rapidamente incorporado
ao i-PRF, ndo demonstrou atividade antimicrobiana sob as condi¢bes avaliadas.
Esses achados estdo em concordancia com estudos que apontam variabilidade na
eficacia do metronidazol dependendo do sistema de liberacédo (Szulc et al., 2018). A
falta de resultados significativos pode estar relacionada a estabilidade do farmaco, a
sua concentracao efetiva para inibicdo de Porphyromonas gingivalis, ou até mesmo a
interacdo com a matriz do i-PRF. Esses fatores indicam a necessidade de estudos
adicionais para explorar possiveis melhoras no protocolo experimental, como ajustes
na concentragcdo do antimicrobiano, métodos de incorporacdo ou condicBes de
liberacao.

A capacidade do i-PRF de sustentar a liberacdo de antimicrobianos é um
ponto crucial para sua aplicacdo clinica. Estudos como os de Miron e Zhang 2018
destacaram o PRF como uma matriz fluida altamente versatil, capaz de liberar fatores
bioativos por até 10 dias, favorecendo tanto o controle de infec¢cdes quanto a
regeneracao tecidual. Esses beneficios séo particularmente relevantes no tratamento
da periodontite, onde a combinacéao de eliminacao bacteriana e estimulo regenerativo
€ essencial para o sucesso do tratamento.

Além disso, a aplicagéo do i-PRF como sistema de liberacdo pode reduzir os
efeitos adversos associados ao uso sistémico de antimicrobianos, como resisténcia

bacteriana e toxicidade. Ao permitir concentracdes locais elevadas de farmacos, o i-
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PRF melhora a eficacia terapéutica enquanto minimiza os impactos sistémicos (Polak
et al., 2019; Rafiee et al., 2020). No entanto, a limitacdo observada no presente estudo
com relacao ao metronidazol ressalta a necessidade de caracterizar melhor os fatores
qgue influenciam a eficiéncia da liberacdo e a atividade antimicrobiana de diferentes
agentes.

Os achados in vitro deste estudo representam um passo inicial para futuras
investigagbes in vivo, permitindo a validacdo da eficAcia e seguranca dessa
abordagem em modelos animais. Testes nesses modelos poderiam fornecer
informacdes essenciais sobre a estabilidade, tempo de degradacdo e comportamento
do i-PRF como transportador de antimicrobianos em tecidos vivos. Posteriormente,
ensaios clinicos controlados seriam necessarios para confirmar sua eficacia e se
existe viabilidade na pratica clinica. Se comprovado seguro e eficaz, o uso do i-PRF
como sistema de liberacdo de antimicrobianos pode ser uma nova abordagem
terapéutica de infeccdes periodontais, proporcionando uma alternativa localizada,
menos invasiva e com menor risco de efeitos adversos sistémicos.

Portanto, este trabalho contribui para o avango no entendimento sobre o uso
do i-PRF como sistema de liberacdo de antimicrobianos, evidenciando seu potencial
no manejo da periodontite, especialmente com a amoxicilina. No entanto, a falta de
resultados promissores do metronidazol nas condicbes avaliadas destaca a
importancia de investigagdes adicionais para validar sua utilizagdo. Estudos futuros
podem conduzir ajustes no protocolo de incorporagdo, testes com diferentes
microrganismos e investigacdes mais detalhadas sobre a libera¢do de antimicrobianos
no i-PRF. Assim, este estudo abre caminhos para novas abordagens terapéuticas que
associam a regeneracgao tecidual e controle antimicrobiano, promovendo avancos

significativos na medicina regenerativa e na periodontia.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a incorporacédo da amoxicilina e do
metronidazol ao i-PRF ocorreu de forma rapida e efetiva. Além disso, a amoxicilina
incorporada ao i-PRF apresentou liberacdo consistente do farmaco e atividade
antimicrobiana comprovada contra Porphyromonas gingivalis. No entanto, para o
metronidazol, os resultados indicam a necessidade de estudos adicionais para melhor
compreender sua eficacia quando incorporado ao i-PRF e seu potencial

antimicrobiano em condi¢cBes experimentais especificas.
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