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RESUMO

CANELLAS, Joao Vitor dos Santos. Avaliacdo tomogréfica e histomorfométrica
do uso dafibrinarica em plaguetas e leucocitos na cicatrizacao alveolar apos
extragdo dentaria: um ensaio clinico randomizado. 2020. 69 f. Tese (Doutorado em
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O uso dos concentrados plaquetarios tem sido amplamente estudado em
procedimentos cirdrgicos bucais. Entretanto ensaios clinicos randomizados com
avaliac@o histomorfométrica e baixo risco de viés ndo sdo encontrados na literatura.
Um ensaio clinico randomizado, controlado, cegado e paralelo foi conduzido para
avaliar a eficacia da fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) na preservacéao
alveolar apés extracdes dentarias. Adicionalmente, o efeito do L-PRF na formacao
Ossea foi avaliado através de andlises histomorfométricas. Espécimes de bidpsias
foram obtidos durante a cirurgia de instalacdo dos implantes dentéarios, trés meses
apos a exodontia. Quarenta e oito pacientes com necessidade de exodontia de um
elemento dentario, incluindo pré-molares, caninos ou incisivos, foram aleatoriamente
alocados em dois grupos, L-PRF (n=24) e controle (n=24). A analise por intencéo de
tratamento dos dados tomograficos revelou que o L-PRF reduziu a perda 6ssea
horizontal 1mm e 3 mm abaixo da crista 6ssea alveolar. A perda éssea 1mm abaixo
da crista foi de 0.93 £ 0.9 mm para o grupo do L-PRF e 2.27 £ 1.2 mm para 0 grupo
controle (p=0.0001). A perda éssea 3mm abaixo da crista foi 0.85 + 0.8 mm para o
grupo L-PRF e 1.67 = 1.1 mm para o grupo controle (p=0.005). Similarmente, o L-
PRF reduziu a perda éssea vertical da tabua vestibular no grupo L-PRF, 0.70 + 0.7
mm comparado ao grupo controle 1.39 + 1.2 mm (p=0.02). A neoformacao 6ssea
volumétrica medida através de analise tomografica foi significantemente maior no
grupo L-PRF 190.90 + 169.90mm?® comparada com 0 grupo controle 44.87 +
200.20mm3 (p=0.009). A andlise por intencdo de tratamento dos dados
histomorfométricos mostrou uma maior porcentagem de 0sso neoformado no grupo
L-PRF comparado com o grupo controle, 55.96 + 11.97% e 39.69 + 11.13%,
respectivamente (p=0.00001). Estes resultados indicam que o uso de L-PRF reduziu
a reabsorcao 0ssea alveolar apds a extracao dentaria, e melhorou a qualidade do
0sso neoformado. Portanto devemos sempre considerar o uso de L-PRF quando a
preservacao alveolar estiver sendo planejada. (Clinicaltrials.gov NCT03408418).

Palavras-chave: Fibrina rica em plaqueta. Preservacao alveolar. Cicatrizacdo éssea.

Biopsia. Histomorfometria.



ABSTRACT

CANELLAS, Joéo Vitor dos Santos. Tomographic and histomorphometric
evaluation of socket healing after tooth extraction using leukocyte- and
platelet-rich fibrin: a randomized, single-blind, controlled clinical trial. 2020. 69 f.
Tese (Doutorado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

The use of platelet concentrate in alveolar ridge preservation has been
broadly studied in oral surgical procedures. However, no randomized clinical trial with
histomorphometric analysis and low risk of bias are available in the literature. We
conducted a prospective, single-blind, parallel, randomized, controlled clinical trial to
evaluate the efficacy of leukocyte- and platelet-rich fibrin (L-PRF) in socket
preservation after tooth extraction. Additionally, the effect of L-PRF on bone
formation was analyzed histologically using bone biopsy specimens obtained during
implant placement. A total of 48 subjects who underwent a non-molar tooth extraction
were randomly assigned to the L-PRF group (n=24) or the control group (n=24).
Cone-beam computed tomographies were performed immediately after tooth
extraction and at 3 months after tooth extraction, prior to implant surgery. The
intention-to-treat analysis of data from tomographies showed that L-PRF reduced
horizontal bone loss at 1 mm below the alveolar crest, means of 0.93 +0.9 mm for
the L-PRF group and 2.27 £1.2 mm for the control group (p=0.0001), and at 3 mm
below the alveolar crest, means of 0.85 +0.8 mm for the L-PRF group and 1.67 +1.1
mm for the control group (p=0.005). Similarly, L-PRF reduced vertical bone loss at
the buccal bone wall, means of 0.70 +0.7 mm for the L-PRF group and 1.39 1.2
mm for the control group (p=0.02). The mean value of new bone formation in the L-
PRF group (190.90 +169.90mm3) was significantly higher when compared with the
control group (44.87 +200.20mm3) p=0.009. Histomorphometric analysis showed a
higher percentage of new bone formation in the L-PRF group compared with the
control group. The values were 55.96 +11.97% and 39.69 +11.13%, respectively
(p=0.00001). These findings indicate that the administration of L-PRF reduce the
bone resorption after tooth extraction and improve the new bone formation. Therefore
it should always be considered when socket preservation is planned (Clinicaltrials.
gov NCT03408418).

Keywords: Platelet-rich fibrin. Alveolar preservation. Bone Healing. Biopsy.
Histomorphometry.
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INTRODUCAO

O Brasil registrou em 2013 mais de 16 milhdes de pessoas com
edentulismo total ou parcial. Isto corresponde aproximadamente a 11% de sua
populacdo com mais de 18 anos de idade na época, segundo dados da pesquisa
realizada pelo IBGE!. Aproximadamente 41,5% das pessoas com 60 anos ou
mais perderam todos os dentes!. O atendimento odontolégico no Brasil, segundo
dados desta pesquisa, ocorreu de forma predominante no consultorio particular e
na clinica privada, totalizando 74,3% dos atendimentos. As unidades basicas de
salde foram responsaveis por apenas 19,6% dos atendimentos realizados?.
Desta forma, a busca por métodos terapéuticos para reabilitacdo da saude bucal
com menor custo, e consequentemente maior oportunidade de acesso, se tornam
cada dia mais desejaveis em nosso pais.

Com o advento dos implantes osseointegrados é possivel restaurar a
condi¢&o bucal do paciente, devolvendo a fungédo mastigatoéria, estética do sorriso
e principalmente uma melhor sadde bucal? 3. Um grande desafio da reabilitacdo é
propiciar condicdes de suporte 6sseo adequado para instalacdo de implantes.
Sabemos atualmente que importantes modificagcbes ocorrem na estrutura do 0Sso
alveolar apés as extracfes dentarias* °, e que um grande nimero de pesquisas
utilizando enxertos 6sseos, barreiras, membranas, esponjas de colageno, entre
outros biomateriais, vém sendo desenvolvidas para reduzir esta perda 6ssea
subsequente a exodontia.

Mesmo sabendo que é possivel limitar a perda 6ssea a partir do manejo
alveolar ap6s a extracdo dentaria, atualmente ndo ha uma técnica que
isoladamente previna completamente as modificagdes no alvéolo dentario®.
Diversos tipos de enxertos 0sseos sao utilizados nos alvéolos recém extraidos,
resultando numa perda éssea horizontal e vertical de aproximadamente 0,5 a
1mmb. A principal reducdo ocorre na tdbua O6ssea vestibular, provavelmente
devido a diminuicdo da vascularizagdo associada ao ligamento periodontal, que
corresponde até 90% do seu suprimento’. Consequentemente, na auséncia de
um fluxo sanguineo adequado, a tAbua 0ssea vestibular reduz drasticamente.

A fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) € um concentrado de

plagueta de segunda geracdo desenvolvido inicialmente por Choukroun e col. na
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Franca®. Este biomaterial autégeno, de baixo custo para obtencédo, é produzido
através de um unico processo de centrifugacdo, sem adicdo de anticoagulantes
ou agentes gelificantes®!3. O uso do L-PRF tem mostrado acelerar o processo de
cicatrizac@o através da liberagdo lenta e gradativa de fatores de crescimento e
citocinas derivadas das plaquetas e dos leucécitost!. Outra importante
caracteristica deste biomaterial € a sua matriz de fibrina produzida por um
processo de polimerizacdo natural'4. Esta arquitetura Unica da matriz de fibrina,
juntamente com seu conteudo leucocitario, pode desempenhar um papel
determinante no processo de cicatrizagdo, reduzindo a morbidade associada a
cirurgia®® 18,

Uma das principais vantagens do L-PRF sobre os concentrados
plaguetarios de primeira geracdo, conhecidos como plasma rico em plaquetas
(PRP), € a estrutura complexa e resiliente da matriz de fibrina; esta matriz
apresenta significante quantidade de citocinas dentro de sua estrutura, as quais
sdo liberadas lentamente durante o processo de cicatrizacdo!’. O coagulo de
fibrina de L-PRF apresenta em sua constituicdo quase a totalidade de plaquetas
da amostra de sangue inicialmente coletada, assim como mais da metade dos
leucécitos presentes na amostra de sangue centrifugada®.

Estudos in vitro observaram que a forma de membrana de L-PRF
apresentou um forte efeito na estimulacédo de diversos tipos de células, tais como
fibroblastos, queratindcitos, adipdcitos, osteoblastos e células tronco
mesenquimais'® 1° atuando no processo de diferenciacdo de osteoblastos?®.
Este fen6meno pode ser explicado pela presenca dos fatores de crescimento
confinados na matriz de fibrina, e pelo contetdo celular presente na arquitetura da
matriz. A liberagéo lenta e gradativa destas substancias, associada a acao celular,
promovem a otimizagdo do processo de cicatrizacdo?° 22,

O uso do L-PRF em cirurgias odontoldgicas tem sido proposto em diversos
tipos de procedimentos. Algumas das aplicagcbes encontradas na literatura
incluem o preenchimento alveolar ap6s exodontia, tratamento de defeitos
periodontais, cirurgia de elevacao do seio maxilar, cirurgias de extracao dos sisos,
no tratamento de pacientes com leséo éssea induzida por medicamentos?2-31,

Diversos estudos buscaram avaliar o efeito dos concentrados plaquetarios
no preenchimento do alveolar apés a exodontia®’, e de acordo com ultimo

consenso da European Association for Osseointegration estes podem ser
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utilizados para este fim.3® Embora uma das principais indicacdes para o uso do L-
PRF seja a preservacdo alveolar apds exodontia, estudos clinicos controlados
com baixo risco de viés e avaliacdo histolégica ndo estdo disponiveis na

literatura.3*
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1 REVISAO DE LITERATURA

Cicatrizacao das feridas

A utilizacdo dos concentrados plaquetarios para otimizar o processo de
cicatrizacao tecidual foi inicialmente descrita na literatura ha mais de 20 anos.® 3 Os
primeiros relatos buscavam prevenir hemorragias em casos de trombocitopenia
severa. A ideia inicial do uso dos concentrados plaquetarios no processo de
cicatrizacdo era substituir as colas de fibrina homogenas que vinham perdendo
popularidade por conta dos altos riscos de infeccéo cruzada, assim como em razao
dos custos elevados de fabricacdo.'? 3%

O conceito teorico envolvido no uso dos concentrados plaquetarios decorre
da presenca de mediadores biolégicos. Estes interferem em diversos mecanismos
celulares e moleculares importantes no processo de regeneracdo dos tecidos.
Assim, as substéncias, conhecidas como fatores de crescimento, sdo capazes de
atuar promovendo a proliferacdo celular, angiogénese e a remodelacdo da matriz
durante a cicatrizag&o.* 3637

A compreensdo do processo de cicatrizacdo dos alvéolos passa pelo
entendimento das 3 fases basicas que ocorrem apds a lesédo tecidual: 1) Inflamacao;
2) Proliferagéo e 3) Maturacdo. Embora seja importante didaticamente esta divisao,
devemos destacar que a cicatrizagdo das feridas € um processo complexo,
envolvendo uma série de reacdes e interacdes entre células e mediadores quimicos
especificos.3’

Fase Inflamatoria

A fase inflamatoria que se inicia imediatamente apos a lesdo tecidual
caracteriza-se pela liberacdo de algumas substéncias vasoativas, tais como o0
tromboxano A2 e as prostaglandinas. As plaquetas tém papel fundamental neste
processo para que ocorra a hemostasia. Diversos granulos sao liberados pelas
plaquetas, sendo os principais o fator de crescimento de transformacao beta [TGF-
B], fator de crescimento derivado das plaquetas [PDGF], fator de crescimento
derivado dos fibroblastos [FGF] e fator de crescimento epidérmico [EGF], que
juntamente com os tromboxanos e prostaglandinas irdo atrair neutréfilos a ferida.38

Os neutréfilos séo, apOs as plaquetas, as primeiras células a chegar ao local

da injaria tecidual, atraidos por quimiotaxia direta e apresentando maior
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concentragdo 24 horas apos a lesdao. Sao responsaveis pela remocéo inicial de
bactérias, restos celulares e tecido nao vital, através da liberacdo de enzimas
causticas proteoliticas. Os neutrofilios se aderem a parede do endotélio produzindo
radicais livres que auxiliam na destruicdo bacteriana, sendo entdo gradativamente
substituidos por macrofagos. Os mondcitos, por sua vez, sao atraidos para a area
da lesdo e transformados em macrofagos, normalmente por volta de 48 a 96 horas
apos a injuria.®®

Os macréfagos iniciam a migragédo para a ferida apds 24 horas da leséo, e
possuem sua maior concentracao tecidual por volta do quarto dia. Sdo consideradas
células fundamentais no processo de desbridamento iniciado pelos neutrofilos,
contribuindo ainda para angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular,
fechando assim o ciclo da fase inflamatdria e introduzindo a fase proliferativa.®®
Fase Proliferativa

A fase proliferativa é composta por quatro etapas a saber: epitelizacéo,
angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e sintese da matriz proviséria.
Inicia-se ao redor do quinto dia e estende-se até aproximadamente a segunda
semana. Os fibroblastos e as células endoteliais séo as mais encontradas durante a
fase proliferativa. Os fibroblastos migram dos tecidos vizinhos, e uma vez ativados,
iniciam a sintese de colageno. O PDGF e o EGF sédo os principais sinais derivados
das plaguetas e macréfagos, para ativacéo dos fibloblastos no tecido lesado. Desta
forma, em resposta, inicia-se a sintese da matriz provisoria composta de colageno
tipo Ill, glicosaminoglicanos e fibronectina, servindo de arcabouco celular temporario
no tecido lesado.®®

Fase de Maturacédo (Remodelacéo)

A fase de maturacdo, ou remodelacdo, € caracterizada pela deposicao
organizada das fibras de colageno tipo I. O colageno tipo Ill produzido inicialmente é
gradativamente substituido pelo do tipo | (mais espesso e organizado ao longo das
linhas de tensdo). Nesta Ultima fase do processo que pode durar meses, a
quantidade de células atraidas por quimiotaxia, assim como a vasculariza¢ao local
sdo diminuidas, resultando na remodelacédo do tecido cicatricial. As fibras por fim
sdo realinhadas aumentando a resisténcia do tecido.3°
Coagulacao

A cascata da coagulacdo constitui uma sequéncia de eventos que levam a

hemostasia. Podemos definir a hemostasia em dois tipos, primaria ou secundaria. A
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hemostasia primaria € aquela que ocorre logo apos o dano tecidual, diretamente no
sitio de exposicdo das células endoteliais. Nesta fase forma-se um tampéo
plaguetario para obliteracdo da parede tecidual danificada pela injdria.
Sequencialmente, a hemostasia secundéria ocorrer4 sobre o tampao plaquetario a
partir da inclusédo das fibras de fibrina que estabilizam o plug plaquetario. O processo
de hemostasia secundaria inclui duas vias da coagulacdo independentes a saber: a
intrinseca (via da ativacdo de contato) e extrinseca (via do fator tissular), sendo
ambas de grande importancia para formacéo da matriz de fibrina.*% 4

Os fatores da coagulacdo sao numerados por algarismos romanos, e a adicao
da letra a indica que estes estdo na forma ativada. Eles atuam nas duas importantes
vias da coagulacdo. Embora ambas se originem por mecanismos independentes, as
vias sdo confluentes, e juntas culminam na formacdo do codgulo. Os fatores
pertencentes a via intrinseca sao os fatores I, II, IV, V, VI, VIII, IX, X, Xl e XllI; ja os
pertencentes a via extrinseca sao os fatores I, Il, I, 1V, V, VII, VIl e X. Observe que
alguns fatores participam de ambas as vias. A tabela 1 apresenta a lista detalhada
de todos os fatores como seu nome convencional, via a qual pertence e respectiva
funcéo.*®

Em sua maioria, os fatores da coagulacdo sdo enzimas conhecidas como
serina endopeptidases (enzimas que cortam ligacdes peptidicas das proteinas) com
excecao do fator IV que é um ion, dos fatores V, VI e VIII que sao glicoproteinas, e
do fator Xlll que é uma transglutaminase. As serinas endopeptidases circulam no
sangue na forma de zimogeno (forma enzimatica inativa), para posteriormente

serem catalisadas e convertidas na forma ativa.*?



Tabela 1 - Fatores da Coagulacéo

Fator Nome Convencional V) da~ Principais Funcdes
Coagulacao
Pré-calicreina Fator de Fletcher Intrinseca Ativar o fator Xll e XI
Cininogénio de Alto Fator HMWK Intrinseca Partlplpa~do complexo de
Peso Molecular ativacédo do fator XlI
Fator | Fibrinogénio Comum Molecqla pré-cursora do
mondmero de fibrina
Fator Il Protrombina Comum Converte fibrinogénio em fibrina
Tromboplastina . Transformar protrombina em
Fator Il - Extrinseca .
(Fator Tissular) trombina
Fator IV fon Caélcio Comum PRI dq transformaggo da
protrombina em trombina
Fator V Proacelenna_ou Comum Pré-cursor da acelerina
protromboquina
Fator VI Acelerina Comum PRI da_ transformaggo da
protrombina em trombina
Fator VII Proconvertina Extrinseca Ativar os fatores IX e X
Fator VIII ekl Intrinseca Ativar o fator X
hemofilico A
Fator Anti-
Fator 1X hemofilico B (Fator Intrinseca Ativar o fator X
de Christmans)
Fator de Stuart- Transformar protrombina em
Fator X Comum .
Prower trombina
Antecedente de
Fator XI Tromboplastina Intrinseca Ativar o fator IX
Plasmatica
Fator XII Fator de Hageman Intrinseca Ativar o fator XIII
Fator Estabilizador . Estabilizac&o das fibras de
Fator XIlII o Intrinseca _
da Fibrina fibrina
Fator XIV Proteina C i Evitar a degradacao dos fatores

Va e Vllla

Fonte: O autor, 2020.
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Via intrinseca da coagulacéo

A via intrinseca da coagulacdo inicia-se quando a pré-calicreina, o
cininogénio de alto peso molecular e os fatores XI e Xll sdo expostos a cargas
negativas. A pré-calicreina é convertida em calicreina que, apos o dano e exposicao
epitelial, ativa o fator XII (um zimégeno) em fator Xlla (uma serina endopeptidase). O
fator Xlla funciona como um catalisador para ativar o fator XI em Xla, que na
presenca do ion calcio, ativa o fator IX em IXa. O fator IXa em conjunto com o fator
Vllla transforma entéo o fator X em Xa. O complexo formado pelo fator Xa, fator Va
e célcio, denomina-se protrombinase, uma enzima que catalisa a transformacéo de
protrombina em trombina. Este fenébmeno é conhecido como cascata da coagulacéao,
onde cada fator ativado passa a ativar outros fatores nas proximas etapas do
processo. Como descrito anteriormente, a via intrinseca necessita dos fatores VII,
IX, X, Xl e XIlI, além das proteinas pré-calicreina, cininogénio de alto peso molecular,
assim como o célcio e outras proteinas secretadas pelas plaquetas.?? 4143
Via extrinseca da coagulacao

Apés a lesao vascular, o fator Il juntamente com o Fator Vlla formam um
complexo que ativara os fatores IX e X em IXa e Xa. Ao fim, o produto final € o
mesmo da via intrinseca, o fator Xa. A ativacédo do fator VII em Vlla ocorre por acao
da trombina ou do fator Xa. Assim, a cascata da coagulacdo desenvolve um
mecanismo de feedback positivo, uma vez desencadeado o processo. Além disso, a
capacidade de ativacéo do fator VII por acdo do fator Xa cria uma ligagéo entre as
vias intrinseca e extrinseca. Outra conexao entre as vias ocorre pela capacidade do
fator Ill e do fator Vlla ativar o fator IX.44
Formacéao do Coagulo de Fibrina

Durante a producéo do coagulo de L-PRF, a amostra de sangue coletada do
paciente passara por um processo de centrifugacdo sem adigcdo de nenhum tipo de
anticoagulante. Desta forma, uma vez que a amostra de sangue é coletada, inicia-se
0 processo de coagulacao. A ativacdo plaquetaria precede a formacéo do coagulo
de fibrina. Entretanto, na formacao do coagulo de L-PRF, o mecanismo € um pouco
diferente. Dois tipos de tubo coletor podem ser utilizados no preparo dos coagulos
de L-PRF, o tubo de vidro e o tubo de plastico jateado internamente com ativador da
coagulacéo (silica). O contato da amostra de sangue com a superficie de vidro do
tubo coletor, ou o contato com o ativador da coagulacdo nos tubos de plastico,

desencadeia a ativacéo do fator XIl em Xlla, dando assim inicio a via intrinseca da
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cascata da coagulagdo®! (Figura 1). Consequentemente, a conversao de fibrinogénio
em fibrina precede a ativacdo plaquetaria, fazendo com que as plaquetas sejam
agregadas e aderidas sobre as fibras da matriz de fibrina, preferencialmente na
regido préxima ao trombo de hemécias (porcéo inferior do coagulo). Entretanto, a
distribuicdo celular no coagulo de fibrina varia de acordo com o protocolo de
centrifugagdo.*> 46

A interagdo mediada pelo contato com a superficie do tubo na ativagdo da
coagulacdo plasmética, permite que o sangue coagule em aproximadamente 6
minutos. Este processo € decorrente da via intrinseca da coagulacdo e envolve
algumas importantes proteinas ja descritas: pré-calicreina (PK) o cininogénio de alto
peso molecular e o fator Xll. A ligacdo entre grupos funcionais carregados
negativamente induz uma mudanga conformacional no fator Xll, levando a sua
ativacdo através do processo conhecido como autoativacdo. Por sua vez, o fator
Xlla gerado no contato com a superficie do vidro, pode converter a pré-calicreina em
calicreina, formando assim, juntamente com o cininogénio de alto peso molecular,
um complexo de ativacdo da coagulacdo. Esta ativacdo mutua da pré-calicreina e do
fator Xll é referida como ampliacdo reciproca. O fator Xlla aparentemente pode
também hidrolisar o proprio fator Xl por uma reacdo de autohidrélise, por vezes
referida como autoampliacdo. Em ultima analise, o fator Xlla ativa o fator Xl em Xla
levando a propagacdo das reacdes da cascata da coagulacdo previamente
descritas.*

Uma das principais caracteristicas dos concentrados plaquetarios de segunda
geracdo desenvolvidos por Choukroun e col®, ha quase duas décadas, decorre do
fato deste biomaterial ser formado por um processo livre de adicdo de substancias
quimicas. Assim, nenhum anticoagulante ou agente gelificante é utilizado, e a
cascata da coagulacdo ocorre de forma natural pela via intrinseca. A formacédo da
matriz de fibrina pelo processo da autoativagao gera um conjunto de fibras em feixes
tridimensionalmente organizados e resilientes, servindo como um reservatorio para
diversos tipos de células e fatores de crescimento.!'! A ativacdo do fator da
coagulacdo XllI em Xllla permite a ligacdo cruzada entre as moléculas de
fibronectina e a fibra de fibrina, formando assim uma rede de ligacdes cruzadas
altamente resistente.

Contrariamente, a estrutura da fibrina produzida por um processo

quimicamente induzido, como nos concentrados de primeira geracdo (PRP) é
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gerada por uma polimerizacdo rapida durante adicdo do cloreto de calcio, o que
dificulta a incorporacao celular e molecular na matriz de fibrina e prejudica a ligagcéo
das fibras de fibrina com a fibronectina, gerando assim uma matriz mais fracas e
que, consequentemente, dissolve em menos tempo.t4 17

Figura 1 - Fluxograma mostrando a formacao do coagulo de L-PRF

Formagéo do L-PRF através da via intrinseca da coagulacao

IContato com o vidro / ativador

|

XIl—>Xlla
v
[l = lla Trombina —> Converséao

Fibrinogénio

Plaguetas / Leucocitos | Fibrina
—

Conversao

Fibrina + Contetlido Celular

!

Coagulo de L-PRF

Fonte: O autor, 2020.

A coagulacdo € um fenbmeno complexo que envolve diversas proteinas
plasmaticas. A hemostasia secundaria in vivo apresenta como descrito
anteriormente, dois tipos de vias responsaveis pela transformacéo do fibrinogénio
em fibrina, a via intrinseca e a via extrinseca. O processo de formacdo do coagulo
de fibrina estd diretamente relacionado ao fenbmeno da autoativacdo que ocorre
qguando o sangue entra em contato com a superficie do tubo coletor.4”- 48 O fator XlI
da coagulacdo juntamente com algumas proteinas plasmaticas, desencadeiam a
ativacdo da via intrinseca, responsavel pela coagulacdo in vitro. O resultado deste
fendbmeno é a transformacdo do fator XI em Xla, dando inicio a cascata da
coagulacédo, que possibilitara a conversdao da protrombina em trombina, e esta a
conversdo do fibrinogénio em fibrina ao final do processo.*® A qualidade da fibra de

fibrina que se forma é diretamente relacionada ao método de preparo. Inclusdo de
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anticoagulantes ou agentes quimicos para induzir a transformacdo da protrombina
em trombina, reduzem drasticamente a qualidade e a quantidade de células na
matriz de fibrina.4% 46. 48

Uso do L-PRF na preservagéao alveolar

Uma das principais modificacdes que ocorrem apos as extracdes dentarias é
a diminuicdo das dimensdes alveolares. Estas modificacdes podem ser um fator
limitante para a subsequente reabilitacdo com implantes dentarios, portanto
biomateriais com capacidade de restringir a perda 6ssea tornam-se de grande valia.
Estudos prévios relacionaram a perda 0ssea apos a exodontia com a diminuicdo da
vascularizacdo na regido alveolar, principalmente na tdbua 6ssea vestibular.’
Pesquisas em animais e ensaios clinicos tém investigado as mudangas que ocorrem
apos a exodontia mostrando uma reducéo significante durante as primeiras 8 a 12
semanas.*>52 Provavelmente, um dos estudos pré-clinicos mais citados é o trabalho
de Lindhe e col.>® que mostrou a partir de cortes histol6gicos, utilizando um modelo
animal, as rapidas modificacdes na estrutura do osso alveolar apés exodontia,
principalmente na tabua 6Ossea vestibular fina. Dentre os fatores responsaveis por
estas alteracdes, a drastica reducdo no suprimento sanguineo resultante da perda
do ligamento periodontal, foi apontada como responsavel pela reducdo da
vascularizagdo.’

Embora a perda do suprimento vascular seja um dos fatores responsaveis
pela perda 6ssea apds a exodontia, muitos outros fatores podem influenciar no
processo. Alguns dos exemplos incluem o nimero de dentes extraidos, a morfologia
do osso alveolar, a realizacéo de retalhos ou descolamentos excessivos e algumas
alteracoes sistémicas.> Frente a este cendrio, muitas técnicas vém sendo propostas
para reduzir a quantidade de perda 6ssea ap0s a extracdo dentaria. Possivelmente,
por ser a perda 6ssea de origem multifatorial, nenhum método isoladamente pode
preveni-la totalmente, e algum grau de reabsorcdo é sempre esperado.®* ° Assim,
importantes fatores que influenciam na escolha do biomaterial para preservacao
alveolar apés extragdes dentéarias incluem: a forma e extensdo do defeito; a relagéo
custo/ beneficio; e a influéncia do enxerto no resultado final dos implantes instalados
na area reabilitada.®® Neste cenario complexo, a escolha da melhor técnica para a
preservacao alveolar permanece um desafio na odontologia.

O L-PRF é um concentrado plaquetario de segunda geracéo utilizado para

promover angiogénese e melhorar o processo de cicatrizacdo.''1® Tais
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caracteristicas o elegeram como uma opc¢ao para diversos procedimentos cirdrgicos
bucais, recebendo especial atencdo na preservacdo alveolar.3? 5-60 Baseado em
achados de estudos in vitro que sugeriram uma melhor liberacdo de fatores de
crescimento pelo L-PRF comparado com os concentrados de primeira geragéao,
conhecidos como PRP, o L-PRF ganhou destaque em diversas publicacdes nos
principais periédicos da odontologia nos Ultimos anos.3? %8 60-62 Uma das principais
vantagens relaciona-se a uma liberacéo lenta dos fatores de crescimento pela matriz
de fibrina do L-PRF ao longo das fases inflamatéria e proliferativa da cicatrizagdo. "
13

Alguns estudos prévios foram desenvolvidos para avaliar o efeito dos
concentrados plaquetarios na cicatrizacdo Ossea.’® 6365 Embora os resultados
preliminares tenham mostrado eficacia da técnica, recentes revisfes sisteméaticas
concluiram que existem muitas limitacdes metodoldgicas nos estudos primarios
disponiveis, sugerindo um risco de viés incerto ou alto em muitos dos estudos
selecionados. As principais limitagdes incluiram a falta de um método adequado de
randomizacao, falta de cegamento da alocacdo de randomizacéo, cegamento dos
avaliadores, viés na descricéo dos resultados e falta de andlises histolégicas.3? 34 66

Neste contexto, a evidéncia atual disponivel quanto a indicacdo do L-PRF
como material de preenchimento alveolar apés exodontia permanece escassa.
Estudos com rigor metodolégico, amostra adequada e presenca de analises

histoldgicas ndo sé&o encontrados na literatura.



2 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram: (1) avaliar o efeito do L-PRF como
material de preenchimento na preservacéo 0ssea do rebordo alveolar trés meses
apos extracdo dentéaria; (2) avaliar o efeito do L-PRF na formacdo Ossea
volumétrica alveolar trés meses apos extracdo dentaria. (3) Avaliar a quantidade e
a qualidade de osso formado dentro do alvéolo trés meses ap0s extracdo dentéria

utilizando analises histoldgicas.
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3 PACIENTES E METODOS

O presente estudo®’ foi conduzido no modelo experimental, através de um
ensaio clinico randomizado (RCT), com delineamento paralelo, e cegamento dos
avaliadores. Os pacientes foram recrutados para participar da pesquisa na clinica
de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ). As orientacdbes CONSORT® (Consolidated Standards of
Reporting Trials) foram seguidas com o objetivo de assegurar uma maior
qualidade e transparéncia metodoldgica.

Um total de 48 pacientes consecutivos foram selecionados em um periodo
de 10 meses para participar da presente pesquisa. O numero de individuos
considerou o minimo necessario para estimar o efeito do tratamento testado, e foi
determinado de acordo com calculo da amostra previamente realizado, evitando
assim desperdicio de recursos para a resposta ao questionamento clinico.

A metodologia para a estimativa do tamanho da amostra esta apresentada
nas etapas descritas a seguir: 1) hipotese nula: O uso do L-PRF, como
biomaterial de preenchimento alveolar pdés-exodontia, n&o influencia na
capacidade de preservacdo das dimensfes alveolares, quando comparada a
cicatrizacdo natural sem uso de enxertos; 2) o uso do L-PRF, como biomaterial de
preenchimento alveolar pdés-exodontia, apresenta maior capacidade de
preservacao das dimensdes alveolares, quando comparada a cicatriza¢do natural
sem uso de enxertos (hipotese bilateral); 3) tipo de teste estatistico para estimar o
88tamanho da amostra: por apresentar uma variavel predictora dicotbmica (L-PRF
X controle) relacionada a uma variavel de desfecho continua (medida em
milimetros da largura alveolar), utilizamos o test t para estimar o tamanho da
amostra, seguindo a seguinte formula: N=[(1/q1 + 1/g2)DP?(Z. + Zg)?] + E?; 4) a
magnitude de efeito (E) igual a 3 mm foi calculada de acordo com a diferen¢a dos
valores médios da variavel continua do desfecho priméario entre os grupos no
estudo de Temmerman e col.%®; 5) a variabilidade, representada pelo desvio
padrdao (DP) igual a 2.3mm foi obtida a partir da analise do desvio padrédo da
variavel de desfecho do estudo de Temmerman e col.8; 6) um alfa igual a 0,05 e
um beta 1 - 0,80 = 0,20 foi considerado. 7) A proporgéao esperada de sujeitos em
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cada grupo foi de 50%, portanto q1 = g2 = 0.5. 8). Os valores de Z. =1,96 e
Zp=0.84 foram obtidos seguindo os valores correspondentes aos previamente
atribuidos de alfa e beta. Diante da possibilidade de perda de parte da amostra
durante o estudo, foi acrescido no calculo da amostra um fator de 20% seguindo a
formula Ni= N[1 +(1 - 0,20)]. O calculo da amostra completo esta apresentado no
anexo A.

Todos o0s pacientes receberam um termo de consentimento informado
(anexo B), e participaram da pesquisa de forma voluntaria. O trabalho foi enviado
previamente ao comité de ética desta instituicdo, tendo sido aprovado sob o
parecer numero 2.281.456 (anexo C). Adicionalmente, a pesquisa foi cadastrada
na plataforma clinicaltrial.gov sob o niumero do protocolo NCT03408418, tendo
sido realizada a ultima atualizacdo nesta plataforma em 26 de marco de 2019.
Para selecdo dos pacientes, o pesquisador responsavel pela triagem utilizou além
do exame clinico, radiografias periapicais da regido de interesse e sondagem
periodontal. Os pacientes tiveram sua identificacdo protegida por cdédigos
alfanumeéricos e os critérios de inclusdo utilizados foram os seguintes: (1) ser
saudavel, ASA | ou Il segundo os critérios da Sociedade Americana de
Anestesiologia, (2) ter idade entre 18 e 70 anos no momento da triagem, (3)
apresentar necessidade de extracdo de um elemento dentario (incisivos, caninos
ou pré-molares) em condi¢Bes potenciais para receber a instalacao de implante 3
meses apos a exodontia.

Os pacientes foram excluidos do presente estudo quando identificado
qualquer um dos seguintes critérios de exclusdo: (1) quadro de periodontite sem
tratamento, (2) higiene bucal deficiente, (3) fumantes (4) usuarios de bisfosfonatos
ou drogas indutoras de osteonecrose por via endovenosa, (5) gestantes ou
lactantes e (6) complicagbes na cirurgia que exigissem abertura de retalho com
exposicao da tabua éssea.

Os pacientes foram divididos por um processo de randomizacgao utilizando
uma tabela de numeros aleatérios gerada por um programa de computador. Os
nameros foram incluidos em envelopes selados, opacos e numerados
sequencialmente, sem o0 conhecimento do pesquisador que selecionou o0s
pacientes, garantido desta forma a geracdo de uma sequéncia de alocagéo
imprevisivel, e o cegamento desta sequéncia (Fig. 2). O envelope contendo o
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namero foi aberto pelo cirurgido ap0s a exodontia, indicando assim o tipo de
abordagem cirargica a ser executada apdés a extracdo. O numero impar
correspondeu ao grupo L-PRF (pacientes submetidos ao enxerto com L-PRF) e o
namero par ao grupo controle (pacientes submetidos a sutura convencional sem

adicao de enxerto).

Figura 2 - Envelopes opacos numerados sequencialmente.
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Legenda: (a) e (b) - Envelopes numerados sequencialmente com os nomes dos grupos; (c) -
opacidade preservada mesmo em presenca de fonte luminosa.

Todos os participantes alocados foram incluidos na analise do grupo,
analise por intencdo de tratamento (ITT) independente do tratamento recebido, ou
de ter os desfechos primarios e secundarios obtidos ou ndo. Para fins de
comparacao, os resultados obtidos pela analise por intencéo de tratamento foram
confrontados com a analise completa dos dados obtidos (CC).

Os pacientes ndo foram cegados com relagdo ao tipo de tratamento
administrado, uma vez que apenas aqueles do grupo L-PRF foram submetidos a
venopuncgao para coleta da amostra de sangue necessaria ao preparo do enxerto.
Entretanto, tanto o desfecho primario quanto os secundarios foram categorizados
como nao passiveis de influéncia pela subjetividade da eficacia por parte dos
paciente. Os pesquisadores responsaveis pelas mensuracdes tomograficas e

analises histolégicas foram cegados com relacéo ao tipo de tratamento realizado.
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A remocdo da amostra de sangue do paciente para confec¢cdo do
concentrado plaquetario foi realizada por puncéo venosa periférica seguindo um
protocolo pré-estabelecido (anexo D). As veias antecubitais foram
preferencialmente escolhidas. Outras alternativas adequadas foram as veias
cefélicas e basilicas. Foram realizadas, para promover a distensdo venosa,
massagem da extremidade da porcao distal e/ou aplicacdo de leve aquecimento
com compressa morna na regido. Os dispositivos de pungdo contaram com
sistema de protecdo para descarte com intuito de prevenir qualquer tipo de
acidente bioldgico.

O método de preparo do concentrado plaquetario foi feito utilizando o
seguinte protocolo: uma amostra de até 54ml de sangue foi coletada diretamente
em 6 tubos de plastico reforcados internamente por silica, a partir de puncgéo
venosa braquial. A amostra foi submetida imediatamente a centrifugacdo com
velocidade de 2700 RPM (aproximadamente 400g) por no minimo 12 minutos,
utilizando como centrifuga de bancada a IntraSpin System (33° de angulacdo do
rotor, 50 mm de raio no local do coagulo, 80mm de raio na base do tubo; Intra-
Lock, Boca Raton, Florida). Tal processo foi realizado sem a inclusdo de nenhum
tipo de anticoagulante, e o tempo entre a realizacdo da venopuncao e o inicio da
centrifugacéo da amostra foi sempre menor que 1 minuto.

Apos serem removidos da centrifuga de bancada, as amostras de sangue
obtidas apresentaram separacdo em trés camadas, sendo a mais superior
representada pelo plasma pobre em plaquetas (PPP), a por¢cdo média pelo
coagulo de fibrina (L-PRF), e a porcao inferior pelas hemacias (Fig. 3a). Os
coagulos de fibrina foram retirados dos tubos utilizando uma pinca reta. Iniciou-se
0 processo de formacdo do biomaterial a partir da desidratacdo do coagulo de
fibrina. A porcdo inferior foi cuidadosamente separada da matriz de fibrina,
evitando-se a remocao excessiva na regido da base do coagulo. Utilizando um kit
Xpression™, os codgulos foram comprimidos por uma placa metdlica sob acéo
Unica da forca da gravidade (Fig. 3b). Transcorridos aproximadamente 5 minutos,
0os coagulos estavam suficientemente desidratados e transformados em
membranas para cobrir o alvéolo (Fig. 3c). JA os plugs de L-PRF foram
produzidos utilizando cilindros plasticos e um pildo do kit, podendo estes ser

imediatamente utilizados apds a desidratacao por compresséao (Fig. 3d).
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Figura 3 - Preparo das membranas e plugs de L-PRF utilizadas no alvéolo.

(@) (b)

(d)

Legenda: (a) e (b) - Coagulos de L-PRF apos a centrifugacao; (c) - membrana de L-PRF apos
desidratacao do coagulo; (d) - Plug de L-PRF ap0s desidratacéo do coagulo.
As exodontias foram cuidadosamente realizadas através de uma técnica

minimamente invasiva, sem realizacdo de retalhos ou descolamentos
mucoperiosteais excessivos, preservando assim a vascularizagdo periosteal.
Apoés a exodontia, o alvéolo foi examinado quanto a integridade das suas quatro
paredes e do assoalho, garantindo assim a presenca de defeitos de 5 paredes.
Procedeu-se a irrigacdo com solucdo de soro fisioldgico para posterior
preenchimento com L-PRF, ou apenas a realizacdo de sutura, a depender do
grupo no qual o paciente foi alocado. O preenchimento da cavidade alveolar foi
realizado comprimindo o maior nimero de plugs possivel dentro do alvéolo

(maximo de quatro plugs) (Fig.4a e 4b) e cobrindo o enxerto com uma camada
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dupla de membrana de L-PRF (Fig. 4c). Apos foi realizada sutura em x utilizando
fio de sutura Ethicon seda 3-0 com agulha de 24 1,7cm Johnson e Johnson.

Figura 4 - Sequéncia cirurgica realizada nos pacientes do grupo L-PRF.

(e) ()

Legenda: (a) e (b) - preenchimento da cavidade alveolar com plugs de L-PRF; (c) - recobrimento
com camada dupla de membrana de L-PRF e sutura; (d) e (e) - biopsia realizada 3
meses ap0s a exodontia com trefina de 2mm de diametro interno; (f) instalacdo do
implante.

Transcorrido um periodo de 3 meses de cicatrizacdo foram realizados os
implantes dentarios para reabilitacdo dos pacientes. Neste momento foi obtida
uma amostra do tecido 6sseo formado dentro da cavidade alveolar para avaliacéo
histolégica da neoformagdo o6ssea (Fig. 4d e 4e). Os implantes foram
selecionados e posicionados de maneira a permitir uma adequada reabilitacdo
protética, respeitando 0s principios biomecéanicos para posterior reabilitacdo
protética dos pacientes (Fig. 4f).



Um total de 45 implantes b-fix profile® (TitaniumFix implant system - AS
Technology, Sao Jose dos Campos, SP, Brazil) foram instalados (Fig. 5). Todos
os pacientes foram acompanhados durante a reabilitacdo protética, ficando os
participantes responsaveis pelo custo da confeccdo da protese final conforme
termo de consentimento informado (ANEXO B).

Figura 5 - Implantes b-fix profile® TitaniumFix-SP Brasil.

Legenda: implantes auto-rosqueaveis profile de plataforma estreita variando
de 3,5 a4 mm em didmetro e 8,5 a 10mm em comprimento.

Para a avaliar os desfecho da presente pesquisa, relacionados as
dimensodes alveolares, foram utilizadas tomografias computadorizadas por feixe
conico (TCFC). Todas as imagens foram realizadas no mesmo tipo de aparelho (i-
CATVision 1.9.3) pertencente ao servico de Cirurgia e Traumatologia
Bucomaxilofacial do Hospital Universitario Pedro Ernesto - HUPE (Fig.6). Um
anico operador foi responsavel pela captura das imagens de todos os pacientes,
seguindo as mesma especificacdes técnicas de calibragem para a captura do
volume (Fig. 6). A mensuracgédo foi feita em dois tempos, TO (imediatamente apos
a exodontia) e T1 (3 meses pos-exodontia, antes da instalagdo do implante). Os
arquivos no formato DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine)
foram entdo transferidos para um software de analise das imagens, e avaliados
por um examinador devidamente treinado e cegado quanto ao tipo de tratamento
executado.
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Figura 6 - Tomaografo utilizado na captura dos volumes.

Legenda: as especificacbes de volume foram KVP = 120 , mA =5, mAs =
37.07, diametro = 8 cm, altura = 9 cm, voxel = 0,125 em 26,9
segundos.

As seguintes mensuracfes foram realizadas de acordo com a analise
descrita por Jung et al.?®: 1) largura do alvéolo dentario 1 mm abaixo da crista
0ssea (HW-1mm); 2) largura do alvéolo dentario 3 mm abaixo da crista 6ssea
(HW-3mm); 3) largura do alvéolo dentario 5 mm abaixo da crista 6ssea (HW-
5mm); e 4) reabsorcéao vertical da tAbua 6ssea vestibular e palatina/lingual (RTV e
RTP/L) de acordo com a metodologia descrita por Temmerman et al®® (Fig. 6).
Adicionalmente, o volume 6sseo neoformado foi determinado com base nos
limites pré-definidos pelos planos axial, coronal e sagital, utilizando a menor area
contendo todo o alvéolo dentario. O volume, entdo, foi obtido por uma analise
semi-automatica utilizando o ITK-SNAP. A quantidade de osso neoformado foi
entdo determinada em milimetros cubicos através da diferenga entre os volumes
pré e pos-operatorios (Fig. 8). Dois examinadores cegados realizaram todas as
analises tomogréficas, sendo realizada a mensuracdo de no maximo trés
pacientes em um mesmo dia. Foi mensurada a confiabilidade intra e inter-
examinador das medidas lineares e volumétricas dos valores obtidos pelos dois
avaliadores utilizando as 10 primeiras tomografias incluidas nesta pesquisa, tendo
sido realizadas duas afericbes de cada TCFC por cada um dos examinadores,
com intervalo minimo de 7 dias. O método utilizado para interpretacdo do

coeficiente de correlagédo infraclasse (Tabela 2) foi o descrito por Weir e col.”
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Tabela 2 - Critérios para interpretagdo do CCI

CClI Confiabilidade

0,00 - 0,20 Pobre

0,20 - 0,40 Razoavel

0,40 - 0,60 Boa

0,60 - 0,80 Muito Boa

0,80 - 1,00 Excelente

Weir JP. Quantifying test-restest reliability using the intraclass
correlation coefficient and the SEM. J Strength Cond Res. 2005;
19(1):231-40

Uma semana ap6s a segunda tomografia (T1) de cada paciente, foi
realizada a cirurgia de instalacdo do implante. Inicialmente, um espécime de
biépsia foi coletado da regido alveolar utilizando uma trefina de diametro interno
de 2mm, externo de 3.2 e comprimento de 8mm. Procedeu-se a avaliagcdo
histologica através da andlise histomorfométrica dos espécimes de bidpsia obtido
dos pacientes. As amostras foram preparadas dentro dos mesmos padrées de
processamento para a obtencdo de informacdes quantitativas (anexo E). Os
espécimes foram desidratados, embebidos em blocos de parafina e
posteriormente cortados e analisados microscopicamente. Apéds a descalcificacdo
foi utilizada uma seccdo central representativa de cada espécime para ser
submetido a coloragdo pelos métodos Tricromico de Goldner e Hematoxilina-
Eosina. A coloragédo Tricromico de Goldner foi utilizada para visualizacdo dos
tecidos ndo mineralizados, da porcdo orgéanica O0ssea e da porcdo da matriz
O0ssea mineral. Os ostedides foram identificados pela cor vermelha/ rosa enquanto
a area de osso maturo foi identificado pela cor verde. Fotografias padronizadas
utilizando a magnitude de x4 e x20 foram realizadas e inseridas no software
ImageJ (1.52 k; National Institutes of Health, USA) para avaliacéo
histomorfométrica. Dois examinadores cegados realizaram as analises
histol6gicas das laminas através de microscopio de luz polarizada. Em cada
espécime, 5 campos na magnitude x20 foram aleatoriamente escolhidos para a

avaliacao 0ssea quantitativa.
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Figura 7 - Cortes tomograficos utilizados na mensuracao linear do alvéolo.

Legenda: (1A, 2A, 3A, 4A e 5A) - Cortes tomograficos em TO e T1 nos planos axial 1mm, 3mm,
5mm abaixo da crista 6ssea, coronal e sagital representando um paciente do grupo L-
PRF; (1B, 2B, 3B, 4B e 5B) - Cortes tomogréficos em TO e T1 nos planos axial Lmm, 3mm,
5mm abaixo da crista 6ssea, coronal e sagital representando um paciente do grupo
controle. - (a) Cortes tomogréficos representando um paciente do grupo L-PRF; (b) Cortes
tomograficos representando um paciente do grupo controle.

Dois componentes eram inicialmente observados, sendo 0 primeiro 0 0SS0
vital, e o segundo o tecido conjuntivo/tecido ndo mineralizado. O primeiro
componente foi caracterizado pela visualizacdo de ostedcitos e tecido
mineralizado, enquanto que o segundo foi definido pela presenca de tecido

conjuntivo fibroso ou auséncia de tecido 6sseo. Apos trés meses transcorridos da
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cirurgia de instalacdo do implante, radiografias periapicais foram realizadas para
avaliar a cicatrizacdo 0ssea peri-implantar.

O método principal utilizado para comparacdo dos tempos, tanto nos dados
tomograficos quanto nos dados histomorfométricos, foi a ITT. Duas estratégias
foram abordadas em caso de dados faltosos: a primeira opcéo foi pela ultima
observacédo realizada, last observation carried forward (LOCF); e a segunda e
alternativa, opcado empregada quando ndo foi possivel realizar a LOCF, a
deducdo da média a partir do grupo oposto imputation of the mean of the other
group (MOTH). Toda analise estatistica foi realizada utilizando o software R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, https://ww.R-project.org/. O
teste de Kolmogorove Smirnov assim como avaliagdo dos histogramas foram
utilizadas para analisar a distribuicdo dos dados e consequentemente determinar
o teste estatistico adequado a ser empregado. O nivel de significAncia adotado foi

de 5% (p < 0.05) para todas as analises.
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Figura 8 - Avaliacdo tomogréfica volumétrica da neoformacédo 6ssea

(b)

Legenda: (a) - Cortes tomograficos representando um paciente do grupo L-PRF; (b) Cortes
tomograficos representando um paciente do grupo controle. Observe a esquerda a
area 0ssea em vermelho automaticamente determinada pela fungdo "segment 3D - add
bubble at cursor" no centro os cortes axiais modificados pela visualizagdo pré-
segmentacao; e a direita o volume 6sseo final mensurado pelo programa em azul.
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de sele¢cdo da amostra, um total de 357 pacientes foram
avaliados e selecionados de acordo com os critérios de elegibilidade. Destes, um
total de 309 pacientes foram excluidos do presente estudo, dos quais 305 estavam
fora dos critérios de inclusdo e 4 se recusaram a participar da pesquisa. Os 48
pacientes restantes, apdés a randomizacdo, foram separados em dois grupos
contendo 24 pacientes cada. Durante o periodo de acompanhamento, trés pacientes
nao retornaram para instalacéo dos implantes, sendo 1 no grupo L-PRF e 2 no grupo
controle. Assim, foram obtidas 45 amostras de biopsia por ocasido da instalacao do
implante na regido alveolar estudada. Durante o processamento dos blocos, uma
amostra foi danificada, gerando um total de 44 espécimes, sendo 22 no grupo L-PRF
e 22 no grupo controle, como apresentado na figura 9.

Os 48 pacientes incluidos nesta pesquisa foram recrutados entre os meses de
Janeiro e Novembro de 2018, no departamento de Cirurgia da UERJ. A distribuicdo
do nimero de cirurgias realizadas por grupo, género, média de idade e outras
caracteristicas da populacdo alvo estudada estdo apresentadas na Tabela 3.
Observe que apOs uma correta randomizacao, as caracteristicas populacionais foram
distribuidas de forma equilibrada entre os grupos, com valor de p > 0,05 para todas
as caracteristicas listadas.
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Figura 9 - Fluxograma CONSORT.

== CONSORT

A2 TRANSPARENT REPORTING of TRIALS

FLUXOGRAMA CONSORT

Avaliados pra elegibilidade (n= 357)

[ Recrutamento ]

Excluidos (n= 309)
+ Fora dos critérios de inclusdo (n= 305)

+ Declinaram a participacéo (n= 4)
¢ Outras razdes (n=0)

Randomizagao (n= 48)

v

[ Alocacao

]

Alocados para intervengao L-PRF (n=24)
+ Receberam a intervencéo proposta (n= 24)

Alocados para controle (n= 24)
+ Receberam a intervencao proposta (n= 24)

Follow-Up ]

Perda do acompanhamento (motivos)

01 (Paciente ndo respondeu nosso contato
telefénico apds 3 meses)

01 (Amostra de bidpsia danificada durante o
preparo do bloco)

Perda do acompanhamento (motivos)

01 (Paciente n&o respondeu nosso contato
telefénico apds 3 meses)

01 (Paciente submetido a cirurgia ortopédica com
restricdo de deslocamento do paciente durante a
fase de instalagéo do implante)

[ Andlise

)

Analisados (n= 24) Analise por Intengdo de
Tratamento

Analise Completa dos Casos
¢ Excluidos da analise tomografica (n= 1)

¢ Excluidos da analise histoldgica (n= 2)

Analisados (n= 24) Analise por Intencdo de
Tratamento

Andlise Completa dos Casos
+ Excluidos da andlise tomografica (n= 2)

+ Excluidos da analise histoldgica (n= 2)

Legenda: CONSORT, Consolidated Standards of Reporting Trials.
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Um total de trés pacientes ndo completaram este estudo, dos quais 2
pacientes ndo realizaram a tomografia em T1, e 1 paciente ndo realizou nenhum
registro tomogréafico. Desta forma, procedeu-se a analise por intencdo de
tratamento utilizando os métodos LOCF e MOTH. Os valores tomograficos das
mensuracdes alveolares nos pacientes com apenas um registro tomografico (T1)
foram submetidos ao método LOCF. Ao contrario, as mensuracfes alveolares no
paciente com auséncia de registro tomogréafico, o método MOTH foi utilizado.
Ap6s um periodo de acompanhamento de trés meses, dentre os 44 implantes
instalados, 1 necessitou ser removido por falta de osseointegracdo. Nenhuma

outra intercorréncia foi registrada durante este periodo de observacao.

Tabela 3 - Caracteristicas da populagdo estudada

Total L-PRF Controle
Pacientes 48 24 24
Média de idade (variacdo) 44,8 (18 a 69) 46,1 (26 a 68) 43,6 (18 a 69)
Género (%)
Homens 21 (43,7) 12 (50) 9 (37,5)
Mulheres 27 (56,3) 12 (50) 15 (62,5)
Regido (%)
Maxila 36 (75) 17 (70,8) 19 (79,1)
Mandibula 12 (25) 7 (29,2) 5 (20,9)
Elemento Dentéario
Incisivo 14 (29,1) 8 (33,3) 6 (25)
Canino 3 (6,4) 1(4,2) 2 (8,4)
Pré-molar 31 (64,5) 15 (62,5) 16 (66,6)
Abandono (%) 3(6,2) 2(8,3) 14,1
Reabilitacdo Implantes 45 (93,8) 22 (91,7) 23(95,9)

Os valores de confiabilidade das medidas tomograficas e histoldgicas
indicaram uma alta confiabilidade intra e inter-examinador (Tabelas 4 e 5). A anélise

da confiabilidade das medidas adotando os critérios descritos por Weir e col”
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apresentou excelente reprodutibilidade para todas as variaveis avaliadas tanto
nos exames tomograficos quanto nas medidas histolégicas.

O teste de Kolmogorov-Smirnov indicou uma distribuicdo normal dos dados.
Portanto, os dados paramétricos foram comparados utilizando o test-t de Student

para amostras independentes.

Tabela 4 - Confiabilidade intra e inter-examinador dos dados tomograficos

Confiabilidade Intra-examinador

Variavel ICC 95% ClI p-value

Largura alveolar 1mm

> i , 0,895 (0,607; 0.973) <0,01*
abaixo da crista 6ssea
Largura alveolar 3mm 0,991 (0,957; 0.998) <0,01*
abaixo da crista 6ssea
Largura alveolar 5mm ) N
abaixo da crista 6ssea 0,994 (0,977;0,999) <0,01
Altura Ossea tabua 0,970 (0,879; 0,993) <0,01*
vestibular
Altura 6ssea te_lbua lingual/ 0,929 (0,711; 0,983) <0,01*
palatina
Neoforma(;,ao. Gssea 0,951 (0,812; 0,988) <0,01*
volumétrica
Confiabilidade Inter-examinador
Largura alveolar 1mm 0,864 (0,495: 0,996) <0,01*
abaixo da crista 6ssea
Largura aIve_oIarIBmm 0,087 (0,951: 0,997) <0,01*
abaixo da crista 6ssea
Largura alve_olar’5mm 0,088 (0,953; 0,997) <0,01*
abaixo da crista 6ssea
Altura 6ssea tabua 0,942 (0,760; 0,986) <0,01*
vestibular
Altura 6ssea tgbua lingual/ 0.904 (0,635; 0,976) <0,01*
palatina
Neoformacéo 6ssea 0,927 (0,711; 0,928) <0,01*

volumétrica

ICC, Coeficiente de Correlacao intraclasse; Cl, Intervalo de Confianca; *, p<0,05




A analise por intencao de tratamento e a analise completa dos casos estao
apresentadas nas Tabelas 6 e 7. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os métodos de andlise dos dados, sendo a
primeira a abordagem escolhida para a discussao dos resultados.

Tabela 5 - Confiabilidade intra e inter-examinador dos dados histoldgicos

Confiabilidade Intra-examinador

Variavel ICC 95% ClI p-value

Osso Imaturo (%) 0,998 (0,996; 0,999) <0,01*
Osso Maturo (%) 0,997 (0,995; 0,998) <0,01*
Osso Total (%) 0,998 (0,997; 0,999) <0,01*
Tecido Conectivo / Outros 0,998 (0,995; 0,999) <0,01*

Confiabilidade Inter-examinador

Osso Imaturo (%) 0,996 (0,993; 0,998) <0,01*
Osso Maturo (%) 0,997 (0,994; 0,998) <0,01*
Osso Total (%) 0,999 (0,998; 0,999) <0,01*
Tecido Conectivo / Outros 0,997 (0,994, 0,998) <0,01*

ICC, Coeficiente de Correlacao intraclasse; Cl, Intervalo de Confianga; *, p<0,05

A avaliacdo dos dados tomograficos mostrou uma reducéo da perda 6ssea
horizontal 1 mm abaixo da crista éssea alveolar, quando comparado 0S grupos
teste e controle (média de -0,93 + 0,9 mm para o grupo L-PRF e -2,21 £+ 1,2 mm
para o grupo controle; p=0,0001); e 3mm abaixo da crista 6ssea alveolar (média
de -0,85 £ 0,8 mm para o grupo L-PRF e -1,67 £ 1,1 mm para o grupo controle;
p=0,005). Similarmente, o L-PRF reduziu a reabsorcdo da tabua 6ssea vestibular
(média de -0,70 + 0,7 mm para o grupo L-PRF e -1,39 = 1,2 mm para 0 grupo
controle; p=0,02). Por fim, a média do volume ésseo neoformado no grupo L-PRF
(190,9 + 169,9 mm?3) foi significativamente maior comparada ao grupo controle
(44,87 = 200,2) p=0,009.



Figura 10 - Box plot dos dados tomograficos.
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Legenda: (a) - Reabsorcédo 6ssea 1mm abaixo da crista alveolar; (b) Reabsor¢éo éssea 3mm
abaixo da crista alveolar; (c) Reabsor¢éo 6éssea 5mm abaixo da crista alveolar; (d)
Reabsorgdo 0ssea da tdbua 6ssea vestibular; () Reabsorgcédo 0ssea da tdbua 0ssea
palatina/ lingual; (f) Neoformagé&o 6ssea volumétrica.
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As diferencas entre o grupo L-PRF e controle para a perda éssea horizontal
5mm abaixo da crista e para a tadbua Ossea palatina/ lingual ndo foram
estatisticamente significantes. A Figura 10 apresenta uma andlise visual da posi¢éo,
dispersao, simetria, caudas e valores discrepantes (outliers) do conjunto de dados

tomograficos.

Tabela 6 - Analise tomografica - ITT

L-PRF Controle
Variavel (24 alvéolos) (24 alvéolos) p-value
Média + DP Média + DP
Largura alveolar imm -0,93 + 0,93 227+1,21 <0,01*
abaixo da crista 6ssea
Largura alveolar 3mm -0,85 + 0,81 1,67 +1,10 <0,01*
abaixo da crista 6ssea
Largura alveolar Smm 0,67 0,56 1,08 + 1,04 p=0,094
abaixo da crista 6ssea
Altura 6ssea tabua -0,70+ 0,77 11,39+ 1,28 <0,05*
vestibular
Altura 6ssea tabua lingual/ -0,67 +0.90 1,24+1,15 0=0,064
palatina
Neoformagcdo ossea 190,98 + 169,9 44,87 + 200,2 <0,01*

volumétrica

ITT, Andlise por Intengdo de Tratamento; DP, Desvio padrao; *, p < 0,05.
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Tabela 7 - Analise tomogréfica - CC

L-PRF Controle
Variavel (24 alvéolos) (24 alvéolos) p-value
Média + DP Média + DP

Largura alveoar Imm 10,97 £0.92 2,43£1,12 <0,01*
Largura alveoar Smm 10,89+ 0,81 1,78+1,10 <0,01*
;g;?xugzg"éﬁggrésszg 10,70 £ 0,55 11,15+ 1,05 p=0,096
A"“r\‘j‘eési’izi?;f‘b“a 0,73+0,77 -1,49 £ 1,30 <0,05*
Altura ésspea‘?;?r?;‘a linguall 4 70 + 0,00 1,32+1,16 p=0,054
Neoformagdo ossea 199,28 + 200,43 40,28 + 174,59 <0,01*

volumétrica

CC, Analise Completa dos Casos; DP, Desvio padrao; *, p<0,05.

A analise dos dados histomorfométricos através do método de intencao de
tratamento, assim como a andlise completa dos dados, estdo apresentadas nas
Tabelas 8 e 9. Similarmente aos resultados tomograficos, os métodos nao
apresentaram resultados significativamente diferentes. Em sintese, o L-PRF
melhorou a porcentagem de osso neoformado apdés trés meses (média de 55,96 +
11,97 para o grupo L-PRF, e 39,69 £ 11,13 para o grupo controle p=0,00001). A
diferenca entre os grupos para a porcentagem de 0sso imaturo nao foi

estatisticamente significante (p=0,094).
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Tabela 8 - Andlise histomorfométrica - ITT (% &rea total da amostra)

L-PRF Controle
Variavel (24 alvéolos) (24 alvéolos) p-value

Média £ DP Média + DP
Osso Imaturo (%) 10.75 £ 6.58 7.74 + 555 p=0.094
Osso Maturo (%) 45.22 +11.98 32.10 £ 10.90 <0.01*
Osso Total (%) 55.96 + 11.97 39.69 +11.13 <0.01*
Tecido Conectivo / Outros 43.90+12.01 60.51+11.18 <0.01*

ITT, Andlise por Intencédo de Tratamento; DP, Desvio padréo; *, p < 0.05 statistically significant.

Tabela 9 - Analise histomorfométrica - CC (% area total da amostra)

L-PRF Controle
Variavel (24 alvéolos) (24 alvéolos) p-value
Média + DP Média £ DP
Osso Imaturo (%) 11.05 +6.80 7.74+5.71 p=0.063
Osso Maturo (%) 46.53 £ 11.64 30.79 £ 10.42 <0.01*
Osso Total (%) 57.58 +11.12 38.07 £ 10.13 <0.01*
Tecido Conectivo / Outros 42.24 +11.11 62.18 +10.11 <0.01*

CC, Andlise Completa dos Casos; DP, Desvio padrao; *, p < 0.05 statistically significant.

Os cortes histolégicos representativos dos grupos L-PRF e controle

corados com Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Goldner estdo exemplificados

por diferentes aumentos nas Figuras 11 e 12.



Figura 11 - Amostras histolégicas representativas do grupo L-PRF.

(@) (b)

Legenda: Cortes histologicos representativos do grupo L-PRF (a-f); (a) Coloracéo
Hematoxilina-Eosina x4 (b) Coloragéo Tricromico de Goldner x4; (c,d,e,f). Note a diferenciacdo da
matriz 6ssea madura representada na colora¢@o Tricrdbmico de Goldner pela cor verde e imatura
representada pela cor vermelho grena;
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Figura 12 - Amostras histolégicas representativas do grupo controle.

Legenda: (a) - Cortes histologicos representativos do grupo controle (a-f); (a) Coloragdo
Hematoxilina-Eosina x4 (b) Coloragdo Tricrobmico de Goldner x4; (c,d,e,f) Coloracédo
Tricromico de Goldner x20.
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5 DISCUSSAO

A tese de que o L-PRF pode ser utilizado para preservacédo alveolar apés
extracoes dentarias foi testada no presente RCT®’. Adicionalmente, trés estudos
foram desenvolvidos nos ultimos dois anos: duas revisbes sistematicas com meta-
andlise®> 6 e uma reviséo sistematica com network meta-analise’. Juntos, estes
estudos fornecem a mais robusta evidéncia para a utlizacdo do L-PRF na
preservacdo alveolar, corroborando estudos in vitro® 18 72 e ensaios clinicos®® 0.
62, 63, 73 prévios que sugerem uma possivel melhora no processo de cicatrizacdo
do tecido 6sseo.

A primeira revisdo sistematica publicada®® buscou avaliar em quais
intervencdes cirdrgicas bucais o L-PRF havia sido testado. O estudo avaliou um
total de 559 artigos, dos quais 30 foram incluidos na andlise qualitativa. Assim, foi
possivel identificar os ensaios clinicos randomizados em diversas intervencdes
cirdrgicas, incluindo a preservacao alveolar apés exodontia. Embora o estudo
tenha encontrado uma possivel melhora na preservacao alveolar, foi destacada a
falta de ensaios clinicos com baixo risco de viés e andlises histolégicas para
confirmar os achados imaginoldgicos.

Dentre os quatro ensaios clinicos avaliados por Canellas e col.3?, trés%8 63
74 mostraram um efeito positivo do L-PRF na preservacgao alveolar. Um estudo’
comparou o L-PRF com fosfato beta-tricalcio, mostrando resultados similares para
ambos os biomateriais na preservacéo alveolar. Dois estudos®® 62 compararam o
L-PRF com a cicatrizagdo expontanea, encontrando um efeito favoravel a
intervencdo. Por fim, o Ultimo estudo’®, embora ndo tenha encontrado uma
diferenca estatisticamente significante entre o L-PRF e o controle, demostrou uma
cicatrizagdo mais rapida no grupo L-PRF.

A segunda revisdo sistematica®® buscou identificar qual a melhor
abordagem apos as extracdes dentarias, o implante imediato ou a preservacao
alveolar seguida da instalacdo do implante. Dentre os principais achados deste
estudo, a preservagéo alveolar mostrou uma melhor taxa de sobrevivéncia dos
implantes nos primeiros 12 meses. Entretanto, a taxa de sucesso, levando-se em
consideracdo parametros estéticos (Pink Esthetic Score), foi maior quando

realizada a instalagédo imediata dos implantes na regido anterior. Diante destes
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resultados, futuros estudos avaliando o uso de L-PRF associado a instalacéo
imediata do implante sdo desejaveis.

A terceira revisdo sistematica’* buscou avaliar o efeito dos principais
biomateriais utilizados na preservacdo alveolar através de analises
histomorfométricas da cicatrizacdo oOssea. Uma meta-analise em rede
combinando toda evidéncia direta e indireta dos RCTs disponiveis na literatura foi
conduzida. Um total de 1526 estudos foram avaliados, dos quais 38 incluidos na
andlise quantitativa. Os resultados mostraram nédo haver disponiveis na literatura
RCTs com analise histolégica avaliando o L-PRF, e que diferentes protocolos
produzem resultados histologicos distintos.

Contrariamente aos achados do presente RCT®’, Al-Hamed e col”’
concluiram que o PRF ndo apresentava efeitos favoraveis na cicatrizacdo 6ssea
apos extracdes dentarias. Os autores realizaram uma revisdo sistematica
incluindo um total de 335 cirurgias de terceiros molares. Entretanto, importantes
falhas metodolbgicas estavam presentes, sendo estas inicialmente descritas por
Canellas e col’® e, posteriormente, por Brignardello-Petersen’®. Os principais
pontos foram a auséncia de um protocolo prévio, uma estrutura de busca dos
estudos primarios pouco abrangente, erros de interpretacdo da classificacdo do
viées nos estudos primarios e conclusbes fundamentadas em desfechos
secundarios. Assim, estudos utilizando exames radiograficos e cintilografia para
avaliacdo da cicatrizacao 6ssea devem ser interpretados com cautela. O presente
RCT®’ utilizou métodos histol6gicos, com avaliadores cegados, para quantificar a
formacao 0ssea induzido pelo L-PRF, garantindo assim resultados mais seguros.

Lin e col®* publicaram uma revisdo sistematica avaliando o efeito do PRF
na preservacgdo alveolar apés exodontia. Os autores encontraram cinco artigos,
dos quais quatro mostraram efeito favoravel a intervencdo. A analise quantitativa
realizada combinando dois destes estudos ndo encontrou diferengca
estatisticamente significante entre os grupos PRF e controle. Entretanto, os
autores sugeriram a necessidade de mais RCTs com baixo risco de viés para
confirmar ou refutar os resultados encontrados. Dentre as principais limitagdes do
estudo estdo a falta de critério definido para inclusdo e exclusdo de alguns
protocolos de centrifugacdo, assim como a falta de um registro prévio para o

estudo.
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Diferentemente dos achados de Lin e col®*, outras trés revisées
sistematicas recentes avaliando o efeito do PRF na cicatrizacdo 6ssea encontram
resultados favoraveis a intervencdo®> 8% 8 Entretanto, os autores também
confirmaram a necessidade de mais RCTs. Na mesma dire¢cdo, a European
Association for Osseointegration concluiu que o uso de PRF pode ser indicado
para a preservacdo alveolar apos exodontia. Uma conferéncia de consenso é
realizada de trés em trés anos durante a qual especialistas debatem areas da
pratica dentaria, sendo esta livre de financiamentos ou influéncia comercial.
Embora as evidéncias para o uso dos concentrados plaquetarios como um todo
seja limitada, ndo foram relatados efeitos secundarios negativos associados a sua
utilizagdo.33

Importantes aspectos devem ser considerados nos RCTs, avaliando a
eficacia de diferentes concentrados plaquetarios. As caracteristicas biolégicas do
biomaterial, assim como sua resposta clinica, podem ser diferentes quando o
protocolo de centrifugacdo é modificado. Dohan e col* mostraram, através de
microscopia eletrdnica, diferentes caracteristicas celulares nas membranas
produzidas a partir de diferentes protocolos. Recentemente, Miron e col*®
reafirmaram a importancia da descri¢cdo detalhada do protocolo de centrifugacéo
nas publicacfes cientificas para garantir resultados reprodutiveis. Nosso estudo
utilizou o protocolo com os melhores resultados in vitro*® (2,700 RPM por 12
minutos, Centrifuga IntraSpin, com forca centrifuga relativa de 408g no nivel do
coagulo) para producdo do concentrado plaquetario.

O uso de L-PRF na preservacéo alveolar foi avaliado previamente por
Temmerman e col®® em 24 pacientes. Os valores da magnitude de efeito e DP
deste estudo foram utilizados para o calculo da amostra do nosso RCT®.
Algumas importantes limitacdes metodoldgicas s&o observadas no trabalho de
Temmerman e col®®. Os autores ndo confirmaram histologicamente os achados
tomograficos que mostraram um resultado favoravel ao L-PRF, quando
comparado a cicatrizagcdo expontanea. Outro importante ponto foi a falta de
avaliadores cegados para avaliagao dos resultados, podendo ser um importante
fator para introducéo de viés. Por fim, o estudo n&o apresentou cadastro prévio,
sendo impossivel determinar se houve ou nao viés de selecdo dos desfechos.
Resultados semelhantes foram encontrados em nosso estudo®’ com efeito

estatisticamente significante, e clinicamente relevante, favoraveis ao L-PRF sobre
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a cicatrizacao alveolar ndo-assistida. Adicionalmente, analises histomorfométricas
com avaliadores cegados, cadastro prévio do estudo disponivel e adequado
célculo da amostra de pacientes foram realizados no presente RCT®”.

Quatro RCTs®0. 64 82, 8 gyaliando histomorfometricamente o efeito dos
concentrados plaquetarios como materiais de preenchimento alveolar foram
encontrados por Canellas e col’? em uma recente revisdo sistematica. Apenas
dois estudos testaram os concentrados plaquetarios como material Unico de
preenchimento.®® 64 Similarmente aos nossos resultados, Clark e col®
encontraram um aumento da formacdo O6ssea durante 0s primeiros trés meses
quando o protocolo A-PRF foi utilizado (1,300 RPM por 8 minutes utilizando a
centrifuga do sistema Duo Quattro, forca centrifuga relativa de 208g). Anitua e
col® por sua vez também encontraram resultados favoraveis para o protocolo
PRGF (forca centrifuga relativa de 580g por 8 minutos, utilizando a centrifuga do
sistema BTI Biotechnology). Entretanto, os autores avaliaram apenas 5 dos 24
espécimes de bidpsia no grupo controle. A perda grande de parte dos resultados
faz com que a estimativa de efeito possa estar equivocadamente mensurada.
Nosso estudo®’ avaliou 48 espécimes de bidpsia com um total de 4 amostras
perdidas, estando estas perdas equilibradas entre os grupos. Os dados perdidos
foram incluidos por uma analise estatistica ITT fornecendo assim resultados mais
confiaveis e conservadores.

O uso de retalhos mucoperiosteais nas extracfes dentarias € descrito na
literatura como potencialmente prejudicial a cicatrizacdo alveolar. Hauser e col®?
usando imagens de micro-tomografias confirmaram que descolamentos
excessivos podem reduzir significativamente o efeito do concentrado plaquetario
na cicatrizacédo alveolar. Possivelmente, o efeito angiogénico pode ser anulado
por uma perda de suprimento vascular periosteal durante o descolamento.
Portanto, o presente RCT®" seguiu dois importantes critérios para conducdo do
ensaio: 1) todos os pacientes foram submetidos a cirurgia minimamente invasiva;
2) a inclusdo dos pacientes com a abertura do envelope opaco lacrado ocorreu
apenas apos a extragdo, garantindo o cegamento da sequéncia de randomizacao
e condi¢des iguais entre 0s grupos.

Miron e col®* analisaram recentemente o efeito do tempo transcorrido entre
a coleta da amostra de sangue e o inicio da centrifugacdo. Os autores

encontraram resultados importantes relacionados a macroscopia e a morfologia
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do A-PRF. Um intervalo de tempo de 60 a 90 segundos deve ser realizado com o
objetivo de otimizar o protocolo de centrifugacdo. Intervalos maiores que 90
segundos reduziram o tamanho das membranas assim como a quantidade de
fatores de crescimento e o contetdo celular. Todas as amostras obtidas em nosso
estudo®’ foram coletadas em menos de 60 segundos.

O cegamento dos participantes € um fator importante na elaboracdo dos
RCTs, especialmente quando desfechos subjetivos sédo avaliados.®® Os
concentrados plaquetarios sao preparados com amostra de sangue autdgeno;
portanto, é impossivel realizar o cegamento dos pacientes, uma vez que apenas
agueles submetidos ao preenchimento com L-PRF receberam a venopuncao.
Entretanto, os desfechos tomogréaficos e histolégicos avaliados no presente
estudo ndo sofrem influéncia da falta de cegamento e, consequentemente, um
baixo risco de viés € esperado, mesmo estando 0s pacientes cientes da
intervencao recebida.

Hartlev e col®? avaliaram as alteracGes volumétricas apds enxerto 6sseo
autogeno utilizando membranas de PRF no recobrimento (grupo teste), ou usando
0sSso bovino inorganico associado a camada dupla de membrana de colageno
(grupo controle). Os autores encontraram melhores resultados no grupo teste,
onde a reabsorcédo do osso enxertado foi menor, embora a diferenca ndo tenha
sido estatisticamente significante. O presente RCT®’ mostrou nas analises
volumétricas dos alvéolos uma maior formacao 6éssea no grupo L-PRF comparado
a cicatrizacao expontanea. A diferenca foi estatisticamente significante segundo a
andlise ITT, confirmando que o L-PRF melhora ndo s6 a preservacdo das
dimensdes alveolares como também a quantidade de osso formado dentro do

alvéolo.
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CONCLUSOES

Apbs a realizacdo deste estudo podemos concluir que:

1) O L-PRF reduziu significativamente a perda Ossea alveolar
horizontal 1 e 3mm abaixo da crista 6ssea, assim como a
reabsorcéo vertical da tabua 0ssea vestibular apés 3 meses de
cicatrizagao.

2) A formacdo 6ssea volumétrica alveolar foi significativamente
maior no grupo L-PRF comparado ao grupo controle, apos 3
meses de cicatrizagao.

3) A porcentagem de osso total formado no alvéolo, avaliada
histomorfometricamente, foi significativamente maior no grupo L-
PRF. Qualitativamente o grupo L-PRF apresentou maior
formacao de osso maduro comparada ao grupo controle.

Baseado nestes resultados, conclui-se que o uso de L-PRF deve sempre
ser levado em consideracdo quando se planeja a preservacao alveolar apés

extracdo dentaria.
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ANEXO A - Calculo da amostra

N=[(1/q1 + 1/q2)DP?(Z. + Zp)?] + E?

N=[(1/0.5 + 1/0.5) (2.3)?(1,96 + 0,84)?] + 32
N = [(4)(5,29)(2,8)"]+ 9
N = [(4)(5,29)(7,84)] + 9
N =165,89 + 9
N = 18,43 N =19 (POR GRUPO)

AMOSTRA =2 (19) = 38

Nr= N[1 = (1 - 0,20)]
N¢ = 38 [1 + 0,80]
Nf = 38 [1,25]

Nf =47,5 Nf = 48 PACIENTES
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ANEXO B - Termo de consentimento informado

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

O presente termo refere-se a um convite a participagdo para o(a) Sr. (a)

) anos, Sexo

, a participar como sujeito de pesquisa intitulado: “Efeito da fibrina

rica em plaquetas e leucdcitos na preservacdo alveolar apés cirurgia de extracdo
dentéria: ensaio clinico aleatério”. A pesquisa tem como objetivo avaliar o uso do
concentrado plaquetario (fibrina rica em plaquetas e leucdcitos) como biomaterial no
preenchimento alveolar, imediatamente ap0s a extracdo dentaria. Os voluntarios
serdo divididos em dois grupos, e aqueles selecionados para o grupo 1 serado
submetidos a puncédo venosa para remocdo de amostras de sangue que serao
usados para produzir o material de enxerto. Os pacientes selecionados para o0 grupo
2 receberéo extracdo dentaria convencional. Todo o material utilizado no preparo do
concentrado plaquetario sera autdgeno, ou seja, feito com o sangue do proprio
paciente. Sera instalado um unico implante dentario, exclusivamente na regido que
corresponde ao interesse da pesquisa apdés um periodo de 12 semanas da
exodontia. NAO SERAO REALIZADOS NENHUM TIPO DE TRABALHO
PROTETICO SOBRE O IMPLANTE. O PACIENTE SERA AO FIM DA PESQUISA
ENCAMINHADO PARA SERVICOS ESPECIALIZADOS EM PROTESE SOBRE
IMPLANTE PARA CONCLUIR SEU TRATAMENTO, NAO SENDO
RESPONSABILIDADE DESTA PESQUISA CONFECCIONAR QUALQUER TIPO DE
PROTESE SOBRE O IMPLANTE, SEJA ELA DEFINITIVA OU PROVISORIA. Existe
a possibilidade de nao ocorrer condicbes para a instalacdo posterior do implante.
Infelizmente, por questbes orcamentérias, estes pacientes perderdo o beneficio da
instalacdo de implante e material regenerador sem custo. Algumas possiveis
complicacbes relacionada ao procedimento incluem: infeccdo pds-operatoria,
manchas roxas na face e pescoco, sensacdo de dorméncia prolongada ou
permanente em labios, queixo, gengiva, dentes e lingua, perda do implante, dor e
edema no pos-operatério, dificuldade de mastigacdo apds a cirurgia, manchas roxas
na regiao de puncao venosa para a coleta do sangue, dentre outras nao listada. No

caso de ocorrer qualquer complicacdo trans- ou pdés-operatdria, em que seja
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necessaria a remocao do implante, ndo sera realizado nenhum tipo de cirurgia
adicional de instalacdo novo implante, sendo o paciente encaminhado a servigcos de
implantodontia para seguir seu tratamento. Ndo h& garantias de sucesso no
tratamento. O paciente ndo tera nenhum gasto adicional relacionado a cirurgia,
como compra de materiais especificos e exames pré ou pds-operatorios. A pesquisa
sera realizada pelo pesquisador Jodo Vitor dos Santos Canellas. Vocé sera
esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacao a
qualquer momento. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em participar nao ira
acarretar qualquer penalidade. O pesquisador ir4 tratar a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo. Os resultados desta pesquisa serdo enviados para
publicacdo em revistas especializadas na area, apresentada a banca de defesa de
titulo de doutorado, e exposta em eventos cientificos. Caso interesse ao participante,
ele podera ter acesso aos resultados a qualquer momento. Seu nhome ou o material
que indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissédo. Vocé nao
sera identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma
copia deste consentimento sera arquivada pelo pesquisador responsavel e outra
sera fornecida a vocé. Assim se o (a) Sr. (a) aceitar o convite para participar da
pesquisa, sabendo que a qualquer momento podera deixar de participar do estudo,
sem qualquer prejuizo a continuidade de seu cuidado e tratamento na instituicdo, por
favor, preencha os espacos abaixo:
Eu, ,

RG , fui devidamente esclarecido(a) e informado(a) do projeto

de pesquisa acima citado e aceito 0 convite para participar.

, de de 20

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel
(tel. 021 971507053)



ANEXO C - Parecer do comité de ética
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Efeito do L-PRF na preservacéo alveolar apds cirurgia de extracdo dentaria: ensaio
clinico aleatoério

Pesquisador: Jodo Vitor dos Santos Canellas

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 72596717.3.0000.5259

Instituicao Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.385.379

Apresentacao do Projeto:
Emenda para aprovacéo de documentagéo e alteracé@o de informacdes relativas ao protocolo.

Obijetivo da Pesquisa:
Emenda para aprovacao de documentacdo e alteracao de informacdes relativas ao protocolo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Emenda para aprovac¢édo de documentacao e alteracao de informacgdes relativas ao protocolo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Justificativa da Emenda:

Diante da indisponibilidade de recursos foi necessario modificar o projeto para torna-lo factivel. Nesta nova
versdo 0s pacientes receberdo os implantes ap6s 12 semanas e assim seré possivel realizar a analise
histolégica nos espécimes removido por necessidade da instalacdo do implante dentario. Menor custo e
mais informagdes relevantes disponiveis na analise dos resultados.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram avaliadas as informacdes contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das
normas vigentes e sem riscos eminentes aos participantes envolvidos de pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

A emenda apresenta todas as informacdes necessérias para avaliacdo ética. Diante do exposto e a luz da
Resolucdo CNS n°466/2012, a Emenda pode ser enquadrada na categoria — APROVADO.

Endereco: Avenida 28 de Setembro 77 - Térreo

Bairro: Vila Isabel CEP: 20.551-030

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)2868-8253 E-mail: cep.hupe.interno@gmail.com
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Continuagao do Parecer: 2.385.379

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Tendo em vista a legislacdo vigente, o CEP recomenda ao Pesquisador: Comunicar toda e qualquer
alteracdo do projeto e no termo de consentimento livre e esclarecido, para andlise das mudancas; Informar
imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa; O Comité de
Etica solicita a V. S, que encaminhe relatorios parciais de andamento a cada 06 (seis) Meses da pesquisa
e ao término, encaminhe a esta comiss@o um sumario dos resultados do projeto; Os dados individuais de
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UNIVERSITARIO PEDRO
ERNESTO/ UNIVERSIDADE DO

Reront

todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos

6rgdos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_101105| 21/10/2017 Aceito
do Projeto 1_E1.pdf 21:58:00
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 21/10/2017 |Jo&o Vitor dos Aceito

CEP_2281456.pdf 21:34:15 | Santos Canellas

Projeto Detalhado / | Projeto.doc 21/10/2017 |Jo&o Vitor dos Aceito

Brochura 21:30:38 |Santos Canellas

Investigador

TCLE / Termos de | Termo_de_consentimento.doc 21/10/2017 [Jodo Vitor dos Aceito

Assentimento / 21:29:11 | Santos Canellas

Justificativa de

Auséncia

Declaragéo de declaracao_de_ciencia.pdf 21/10/2017 |Joao Vitor dos Aceito

Instituicdo e 21:28:48 |Santos Canellas

Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 21/10/2017 [Jodo Vitor dos Aceito
21:27:25 | Santos Canellas

Cronograma Cronograma.doc 19/07/2017 |Jo&o Vitor dos Aceito
23:26:21 | Santos Canellas

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

N&o

Endereco:
Bairro: Vila Isabel
UF: RJ

Telefone:

RIO DE JANEIRO, 17 de Novembro de 2017

Assinado por:

DENIZAR VIANNA ARAUJO

(Coordenador)

Avenida 28 de Setembro 77 - Térreo

CEP: 20.551-030

Municipio: RIO DE JANEIRO
(21)2868-8253

E-mail:

cep.hupe.interno@gmail.com
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ANEXO D - Protocolo para venopuncao

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7

8)
9)

Explicar o procedimento ao paciente

Lavagem das mado.

Calcar as luvas de procedimento.

Escolher o local do acesso venoso, expondo a area de aplicacdo e verificando as
condi¢Bes das veias disponiveis.

Garrotear o local a ser puncionado (15 a 20 cm acima do local da puncédo
venosa), a fim de propiciar leve dilatacéo da veia.

Fazer anti-sepsia no local com algoddo embebido em &lcool 70%, com
movimentos circulares do centro para as extremidades.

Manter um algodé&o seco ao alcance das mao.

Tracionar a pele para baixo, com o polegar, abaixo do local a ser puncionado.
Introduzir o SCALP venoso na pele com o bisel voltado para cima, a um angulo

aproximado de 30 a 45 graus.

10)Uma vez introduzido na pele redirecionar o SCALP em direcdo a veia,

introduzindo-o.

11)Introduzir o tubo coletor no dispositivo contrario a punc¢do iniciando a coleta do

sangue.

12)Soltar o garrote.

13)ApOs a coleta, remover o dispositivo e colocar uma pequena fita adesiva,

orientando o paciente a comprimir por alguns minutos a area.
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ANEXO E - Protocolo utilizado no preparo histolégico

1) Fixacdo em formol 10% no minimo por 48h / Lavar com agua corrente.

2) Descalcificacéo (5 dias a 7 dias).

3) Desidratac&o: Alcool 70% overnight (24h)/ Alcool 90% por 30 min/ Alcool 100%
por 30 min (1° banho)/ Alcool 100% por 30 min (2° banho).

4) Clarificagéo: Xilol 30 min (1° banho) / Xilol 30 min (2° banho) / 1° Banho de
parafina- 15min / 2° Banho de parafina- 20min.

5) Inclusédo em parafina até seu resfriamento em formas por 12h.

6) Microtomia: Obtencéo dos cortes dos tecidos.

7) Coloracao com Tricomico de Goldner - desparafinizag&o: Deixar na estufa de
60°C por 20 min / 1° banho de Xilol — 2min / 2° banho de Xilol — 2min / 3° banho
de Xilol — 2min.

8) Hidratac&o: Alcool 100% - 2min / Alcool 90% - 2 min / Alcool 70% - 2min / Agua
destilada — 2min.

9) Coloracao: Hematoxilina Férrica Weigert — 5min / Lavar em &agua destilada.
corrente — 40 segundos / Ponceau Acid Fuchsin — 5 min / Lavar em &cido acético
1% em mergulhos para retirar o excesso de corante — no maximo 5 segundos /
Descoloracdo do colageno em acido fosfomolibidico — 5min a 10min / Lavar com
agua corrente — 40 segundos / Lavar em &cido acético 1% em mergulhos para
retirar 0 excesso de corante — no maximo 5 segundos / Light Green Stock
Solution — 3 a 4 min / Lavar com agua destilada / Lavar em acido acético 1% em
mergulhos para retirar 0 excesso de corante — no maximo 5 segundos / Secar as
laminas / Mergulhar rapidamente no alcool 100% (2 banhos) / Mergulhar no xilol
(2 banhos) — 1min / Montar a lamina com Entellan / Apos secar, observe no

microscopio.



