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RESUMO

A fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF) foi desenvolvida com objetivo de
obtencéo de regeneracdo 6ssea. A membrana de L- PRF consiste em um tecido 3D
de fibrina de alta densidade, resultante de centrifugacdo do sangue do proprio
paciente. OBJETIVO: O objetivo do presente estudo € avaliar a preservacdo de
alvéolos, poés-exodontia, utilizando concentrados de plaquetas e leucécitos
produzidos com a técnica de L-PRF. MATERIAL E METODOS: A populacdo do
estudo foi constituida de sete individuos (3F e 4M), que seriam submetidos a
instalacdo de implantes dentérios, com idade entre 49 e 57 anos (média 53,7 £ 2,7).
Foi empregado o desenho de boca dividida (split mouth), no qual foi escolhido
aleatoriamente o lado Teste, que utilizou a membrana de L-PRF, preenchendo o
alvéolo pos-extracao; enquanto o lado Controle teve a cicatrizacdo de forma natural,
preenchimento com coagulo. As amostras de tecido foram colhidas dos alvéolos
apos 4 meses, previamente a instalacdo dos implantes. A analise histomorfométrica
dos tecidos 6sseo e mole foi realizada através de andlise digital das imagens
capturadas dos cortes histolégicos. A avaliacao radiografica foi realizada a partir das
imagens de radiografias panoramicas digitalizadas, utilizando o software ImageJ, no
qual obteve-se mensuragBes previamente as extragcbes e posteriormente a
cicatrizacdo dos alvéolos. Os dados foram analisados através do teste Wilcoxon.
RESULTADOS: A analise histomorfométrica demonstrou a presenca de trabéculas
de osso neoformado entremeado com éareas de tecido conjuntivo e auséncia de
infeccdo. Na comparacdo dos grupos, o grupo Teste teve significativamente maior
contagem de areas com tecido mole (55,58 + 9,48; p = 0,018) e menor de 0sso
(32,41 + 9,45; p = 0,018) quando comparado com Controle (41,63 £ 4,91 e 46,37 +
4,91, respectivamente). Os resultados da avaliacdo radiografica demonstraram que
0 grupo Teste manteve a altura do alvéolo quando comparado ao grupo Controle, 0
qual apresentou medidas finais significativamente menores comparadas as iniciais
(p = 0,018). Além disto, o grupo Teste (7,67 + 28,51) teve significativamente menor
porcentual de reducdo de altura de alvéolo comparado ao Controle (26,87 + 17,79),
p = 0,028. CONCLUSAO: A membrana de L-PRF usada no momento da extragio

dentaria é capaz de garantir a estabilidade da altura 6ssea ao longo de 4 meses.

Palavras-chave: L- PRF, enxerto autégeno, regeneracdo 0ssea, histomorfometria e

radiografia panoramica.
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ABSTRACT

Platelet and leucocyte rich fibrin (L-PRF) was developed with the objective of
obtaining bone regeneration. The L-PRF membrane consists of a high density 3D
fibrin tissue resulting from the patient's blood centrifugation. OBJECTIVE: The aim of
the current study is to evaluate the socket preservation after tooth extraction, using
platelet and leukocytes concentrates produced with the L-PRF technique.
MATERIALS AND METHODS: The study population consisted of seven individuals
(3F and 4M), who were indicated to receive dental implants installation, aged
between 49 and 57 years (mean 53.7 = 2.7). A split-mouth design was employed, in
which the Test side was randomly selected to receive the L-PRF membrane to fill the
socket after extraction; Control side was let to have natural healing with clot filling.
Tissue samples were collected from the area after 4 months prior to implant
installation. The bone and soft tissue histomorphometric analysis was performed
through digital images captured from the histological sections. The radiographic
evaluation was performed using scanned panoramic radiographic images using
ImageJ software, in which measurements were obtained prior to extractions and after
socket healing. Data were analyzed using the Wilcoxon test. RESULTS: The
histomorphometric analysis demonstrated the presence of trabeculae of neoformed
bone interspersed with areas of connective tissue and absence of infection. In the
comparison of groups, Test group had a significantly higher number of areas with soft
tissue (55.58 + 9.48, p = 0.018) and fewer with bone (32.41 £ 9.45, p = 0.018) when
compared to Control group (41.63 + 4.91 and 46.37 + 4.91, respectively). The results
of the radiographic evaluation showed that the Test group maintained the socket
height when compared to the Control group, which had significantly lower final
measurements compared to the initial ones (p = 0.018). In addition, the Test group
(7.67 £ 28.51) had a significantly lower percentage of alveolar height reduction
compared to Control (26.87 + 17.79), p = 0.028. CONCLUSION: The L-PRF
membrane used at the moment of tooth extraction is able to guarantee the stability of

bone height over 4 months.

Key words: L-PRF, autogenous graft, bone regeneration, histomorphometry,

panoramic radiography.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais bioativos que regulam a inflamacéo e
melhoram o processo de cicatrizacdo € um dos maiores desafios da pesquisa
clinica. A procura por substitutos ou substancias que auxiliem a nova formacéo de
tecidos, com as mesmas propriedades que os tecidos perdidos, deram origem a uma
ampla faixa de estudos, que envolvem a sinalizacdo de proteinas e a influéncia de
fatores de crescimento, que estimulam respostas mitogénicas no peridésteo durante o
reparo tecidual (DOHAN, 2009; GAETANO MARENZI, 2015). Este novo campo de
estudo, estd inserido na area de Engenharia de Tecidos e abrange a biologia
molecular e celular, quimica de polimeros, fisiologia dos tecidos e os avancos na
cirurgia bucomaxilo facial e implantar (TOEROEK et al. 2013; URIST 2002).

Em 1974, Ross et al., introduziram o conceito de potencialidade regenerativa
dos tecidos, descrevendo fatores de crescimento contidos nas plaquetas, a partir da
separacao destas por centrifugacdo. As pesquisas de Choukroun e Dohan et al.
(2001, 2006a), seguindo os conceitos de Ross et al.(1974) resultaram em uma
segunda geracao de concentrados de plaqueta, em forma de coagulo de fibrina rica
em plaquetas e leucodcitos (L-PRF). Este concentrado contém a maioria das
plaquetas e propor¢cdo aumentada de linfécitos da colheita sanguinea inicial, com
todos os constituintes favoraveis a cicatrizacao e regeneracao (DOHAN, 2010).

O L-PRF obtido por centrifugacdo forma-se na porcdo média do tubo de
coleta, sem qualquer aditivo, podendo ser usado diretamente, comprimido em forma
de membrana ou ainda como cilindro (plug), dependendo da area de utilizacao
(DOHAN et al 2006).

O concentrado de fibrina rico em plaquetas e leucocitos é considerado um
biomaterial autélogo bioativo, denso e resistente, de facil manipulacao e baixo custo,
que agrupa elementos capazes de liberar lentamente proteinas-chave especificas,
gue estdo envolvidas no processo de cicatrizacdo e regulacdo da inflamacédo. Entre
as proteinas-chave denominadas fatores de crescimento (FC) sdo encontradas
principalmente fatores de crescimento transformador betal(TGF-B1), derivado das
plaguetas AB (PDGF- AB), endotelial vascular (VEGF), Thrombospondina-1 (TSP-1),

Fibronectina e Vitronectina dentro de uma matriz tridimensional (ANITUA et al. 2013;
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BOSWELL et al. 2012; DEL CORSO 2009; CHOUKRON et al. 2006; DOHAN et al.
2012).

Algumas aplicagfes clinicas deste biomaterial autélogo foram descritas em
varias areas da medicina, como na cirurgia plastica, otorrinolaringologia, ortopedia e
na medicina do esporte, tendo a vantagem de reduzir a morbidade dos
procedimentos cirargicos (BIELECKI 2012; EVERTS, 2012; YUAN, 2012).

As descobertas de Choukroun e os seus colaboradores proporcionaram a
plausibilidade do uso do L-PRF na odontologia, para promover inicialmente a
regeneracdo Ossea de alvéolos e foi posteriormente estendida, como adjuvante,
para outras areas como: implantodontia, cirurgias periodontais estéticas, endodontia
regenerativa, entre outras (JANG, 2010; JACOVIK, 2012; CHANG 2011; KESWANI
2013; PADMA 2013).

Na odontologia, a técnica de L-PRF tem sido utilizada sozinha ou em
combinacdo com materiais de enxerto 0sseo que favorecem o aumento ou a
manuten¢édo do volume durante a cicatrizagdo de tecidos moles e duros, enquanto
protege locais cirdrgicos e materiais enxertados de agressfes externas (TOEROEK
2013; MOURAO & MOURAO,2015).

A cicatrizacdo do osso alveolar durante o reparo pdés-exodontia esta
associado a uma remodelacédo tecidual que resulta em grande perda de volume
0sseo, tanto no sentido vertical quanto horizontal (JAHANGIRI, 1998). Esta
reabsorcdo e a perda do processo alveolar fisiologica, apds a remoc¢édo do dente é
um fendmeno natural, ndo desejavel, que pode prejudicar a colocacao de préteses e
de implantes (LINDHE& ARAUJO, 2015; INCHINGOLO, 2015). Para esta situacéo
fisiologica, porém adversa, varios estudos tém sugerido métodos, como a técnica de
L-PRF, que atuem na formacédo e manutencdo 6ssea em alvéolos de dentes poés-
extraidos, minimizando dessa forma a perda de altura e espessura do processo
alveolar (DEL CORSO, 2010). Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo é
avaliar a preservacdo de alvéolos, pods-exodontia, utilizando concentrados de

plagueta produzidos com a técnica de L- PRF.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A perda do osso alveolar pode ocorrer antes da extracdo dentaria devido a
doenca periodontal, patologias periapicais ou trauma nos dentes e 0sso (FROUM et
al. 2002; TARNOW et al. 1992). Porém, pés-extracdo também ocorrem mudancas do
processo alveolar significativas, principalmente no primeiro ano. O rebordo alveolar
sofre alteracGes horizontais e verticais de até aproximadamente 50% da largura e
altura do alvéolo. Tal reabsorcdo ocorre principalmente dentro dos trés primeiros
meses e leva a uma deformacdo do rebordo que causa dificuldades estéticas e
funcionais (PARK et al. 2016).

A reabsorcdo do tecido 0sseo, pOs extracdo, tanto na maxila como na
mandibula é um dos principais desafios para a reabilitacdo oral que por vezes
necessita de estrutura 0ssea para a instalacdo de implantes ou para suporte de
proteses removiveis. Para prevenir esta reducdo ou compensar a perda da
dimensédo do osso, varias técnicas e materiais foram descritos para resolver
situacdes clinicas criticas (JUNG et al 2013; POLI 2014).

Uma das alternativas utilizadas atualmente sdo os concentrados de plaqueta,
conseguidos a partir da coleta de sangue do proprio paciente, utilizados durante
procedimentos cirdrgicos, que aceleram a cicatrizacdo de feridas e a maturacdo de
tecidos moles e duros (DOHAN & CHOUKRON, 2007). Estes concentrados
combinam trés elementos- chave: Plaquetas (ricas em fatores de crescimento), o
fibrinogénio (posteriormente ativado dentro da matriz de fibrina) e em alguns casos
populacdes de leucdcito (SUNITHA et al 2008)

Sammartino et al. (2014) relataram que em muitos aspectos, o dominio de
concentrados de plagueta € um verdadeiro pesadelo para os pesquisadores e
clinicos, que precisam compreender a complexidade dos extratos sanguineos,
entender a hematologia, imunologia, biologia celular e endocrinologia, além da
dificuldade do emprego da terminologia nos artigos cientificos que tendem a
denominar todos os concentrados como Plasma Rico em Plaquetas (PRP).

Para melhorar o entendimento da terminologia, os concentrados foram
agrupados em 4 familias, baseados no contetdo de células e arquitetura da fibrina,
séo eles: Puro Plasma rico em Plaquetas (P-PRP), Leucécito e Plasma rico em
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Plaguetas (L-PRP), Pura Fibrina rica em Plaquetas (P-PRF) e Fibrina rica em
Plagueta e Leucdcito (L-PRF) (Platelet & Advanced Cell Therapies Forum 2014).

Atualmente, dois grandes grupos sao mais referenciados: PRP e PRF. PRP —
Plasma Rico em Plaquetas — consiste numa modificacdo de cola de fibrina,
(produzida nos anos 70 por Matras) resultante da centrifugacdo do sangue do
préprio paciente, em duas etapas, que conttm os FC que influenciam na
cicatrizacdo, tendo um papel importante nos mecanismos de reparacao tecidual e
regulacéo celular que inclui quimiotaxia, diferenciacdo e metabolismo. Geralmente, o
PRP é usado sob a forma de gel conseguido pela mistura de PRP (resultante de
dupla centrifugacdo de sangue, integralmente, autélogo) com trombina e cloreto de
calcio. A obtencdo do PRP se divide em mais dois protocolos: P-PRP e PRP-L
(EVERTS et al. 2008; ALBANESE et al 2013).

Sanchez et al. (2012) investigaram 0s potenciais riscos associados ao uso do
PRP e sugeriram que a trombina utilizada (geralmente de origem bovina) poderia
estar associada ao desenvolvimento de anticorpos, tanto de antitrombina como dos
antifatores V e Xl, resultando em risco de alteragdes na coagulagao.

Choukroun et al. (2001) desenvolveram o PRF — Fibrina rica plaqueta,
pertencente a segunda geracdo de concentrados plaquetarios, com centrifugacao
Unica e sem manipulacdo bioquimica de sangue.

O protocolo de Choukron permite obter membranas resistentes de fibrina
enriguecidas com quase todas as plaquetas e fatores de crescimento da coleta
inicial do sangue. Esta arquitetura favorece a liberacdo lenta dos FC (de 7 a 10
dias), além de servir como substrato para uma migracdo celular mais eficiente e a
proliferacéo otimizada com consequente cicatrizacdo mais rapida (DOHAN, 2010). A
técnica de Choukron et al, apresenta dois protocolos distintos : PRF e L-PRF

Segundo Wu et al. (2012) o processo de centrifugagédo ativa plaquetas do
PRF, favorece a liberacdo de FC capazes de estimular a migragao e a proliferagao
celular, como TGFB-1 - regulador inflamatério que induz a fibrose; PDGF -
reguladores da migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia das linhagens celulares
mesenquimatosas e IGFs (fator de crescimento semelhante a insulina) — tanto o |
como o Il, que sdo reguladores da proliferagdo e diferenciacdo da maioria das

células.
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A ativacdo do fibrinogénio produz a fibrina que é o principal elemento da
arquitetura tridimensional da membrana, uma molécula que esta presente no plasma
como granulos alfa das plaquetas e tem papel determinante durante a hemostase. A
rede de fibrina € capaz de consolidar a aprisionar as plaquetas, constituindo uma
espécie de barreira no processo da coagulacdo (SANCHEZ, 2003).

A obtencdo dos concentrados plaquetarios obedece a diferentes protocolos,

que resultam em diferentes composic¢des celulares.

Quadro 1. Métodos de preparacdo de concentrados plaquetarios.

Autores Tipo de Volume de Anticoagulante  Centrifugacao Ativador
concentrado  sangue, ml velocidade/tempo
Alissa et al. PRP 27 Citrato 3200 rpm /12 Trombina
dextrose min
Farina et al. PRP 20 Citrato 580 g/ 8 min Cloreto de Caélcio
PRGF Trisodium
Choukron etal.  PRF 10 Nao 2700/10 min Nao
Hauser et al. PRF 8 Nao 1 x 2700 rpm 12 Nao
min

Embora existam diferencas entre os protocolos descritos na literatura, os
estudos apresentam uma ampla utilizacdo na odontologia, na solucdo de defeitos
0sseos em periodontia, cirurgia oral e maxilofacial e em implantodontia,
principalmente na manutencdo de alvéolos pés-extracdo. (AGRAWAL et al., 2014;
Khiste e Tari (2013); TUNALI et al., (2013); SIMONPIERI et al., (2009).

Del Corso et al. (2010) recomendaram a utilizacdo de membranas de L-PRF
nos locais de avulsdo ou extracdo para que se mantenha o volume de 0sso
adequado, otimizando a formacdo de um codagulo estavel. Sendo importante em
sitios com infeccdo e em pacientes com condicdes médicas que possam
comprometer todo o processo de cicatrizagdo: diabéticos e pacientes medicados

com imunossupressores ou anticoagulantes.
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Anitua et al (2015) concluiram que o uso de L-PRF em alvéolos pés-extracéo
€ o melhor biomaterial de escolha, por ser 100% autologo, facil de se obter e de
baixo custo. Em casos de perdas severas da parede vestibular pode ser usado em
conjunto com biomateriais alograficos.

Segundo Hauser et al. (2013) que investigaram se 0 uso de membranas de L-
PRF para o preenchimento de alvéolos poderia melhorar a microarquitetura e a
qualidade do tecido 6sseo no alvéolo pés-extracdo, concluiram que a técnica
preserva as estruturas quando utilizada em extracdes atraumaticas.

Anwandter et al. (2016) avaliaram clinica e radiograficamente em 18
pacientes com indicacdo de uma extracdo, as mudancas dimensionais do rebordo
alveolar, apés 4 meses de extracdo, de alvéolos preenchidos com L-PRF e
demonstraram que houve uma perda vertical média, na parede vestibular de
0.44+35mm (p=0.3) e a lamina cortical oral tinha um ganho médio de
0.09mm=1.57mm (p=0.9). As maiores perdas foram na maxila.

Temmerman et al. (2016) avaliaram radiograficamente, 22 pacientes que
tinham necessidade de extracBes simétricas de dentes unirradiculares, na maxila e
mandibula. Aleatoriamente, foram divididos em grupo teste e controle. Concluiram
gue existiu diferenca estatisticamente significativa no percentual de preenchimento
do alvéolo entre os grupos: teste (94,7% =+ 26,9) e controle (63,3% + 31,9),
concluindo que o uso de L-PRF como material preenchedor preserva as dimensdes

horizontais e verticais do alvéolo apds trés meses.
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3 OBJETIVO
O objetivo do estudo € avaliar a preservacdo dimensional de alvéolos, pos-
exodontia, utilizando concentrados de plaquetas e leucécitos produzidos com a
técnica de L-PRF.
3.1 Hipotese Nula
N&o existe diferenca dimensional significante com relacdo ao tratamento de
alvéolos pés-extracdo utilizando concentrado de fibrina rica em plaquetas e
leucocitos.
3.2 Hipotese Verdadeira
Existe diferengca dimensional significante com relagcdo ao tratamento de

alvéolos poés- extracdo utilizando concentrado de fibrina rica em plaguetas e

leucécitos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populagéo do estudo

A populacédo incluida no estudo foi composto por 7 individuos, 4 do sexo
masculino e 3 feminino, adultos com idade média de 53,7 + 2,7, saudaveis,
selecionados na Clinica Odontolégica do Mestrado de Periodontia da UNIGRANRIO
que apresentavam indicacdo de exodontia bilateral e necessidade de reabilitacdo
com implantes enddsseos. Foram excluidos individuos com doencas sistémicas nao
controladas, fumantes pesados, que apresentem doencas que interferem na
cicatrizagdo tais como diabetes, além de hepatopatias, cardiopatias, desordens
imunes ou doencas da mucosa oral. Também foram excluidos pacientes que se

encontravam em terapia com uso de bifosfonatos ou radioterapia e gravidas.

4.2 Desenho

O estudo foi concebido como desenho de boca dividida (split mouth), em
individuos com indicacdo de exodontias bilaterais em dentes unirradiculares e
posterior instalagdo de implantes osseointegrados. Um lado foi escolhido
aleatoriamente (uso de uma moeda) e designado lado Teste, que recebeu o
preenchimento do alvéolo pos-extracdo com membrana de L-PRF (particulada),
seguindo o protocolo estabelecido por Choukroun et al. (2006). O lado denominado
Controle, contralateral, foi permitido a cicatrizagcéo natural.

Os inviduos foram informados sobre todo o procedimento e sobre a retirada
de uma pequena amostra do tecido, por ocasido da reabertura do sitio para
instalacdo do implante. A participacdo no estudo foi concretizada mediante
consentimento do paciente, através de assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido para Participacao em Pesquisa, conforme orientagdo do Comité de
Etica em Pesquisacom Seres Humanos da UNIGRANRIO,que aprovou o estudo sob
0 nimero 1.500.933

O exame anamnésico foi coletado através de questionario com perguntas

diretas e o exame clinico periodontal foi realizado pelo proprio pesquisador. O
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exame radiografico panoramico foi realizado em servico especializado sob
orientacao do pesquisador. Apds andlise inicial para os pacientes que apresentaram
necessidade de tratamento periodontal, foi elaborado um plano de tratamento
individual de acordo com o diagnostico obtido. O procedimento periodontal e

cirurgico foi realizado pelo pesquisador.

4.3 Procedimento Cirurgico

4.3.1 - 12 FASE

A indicagdo de exodontia incluiu casos de fratura de raiz ou coroas, dentes
com caries extensas nao recuperaveis, granulomas periapicais e indicacdo de
protocolo de Branemark. Os pacientes receberam bloqueio com anestesia regional
ou local, dependendo da regido do arco, usando Mepivacaina 2% (DFL ®, Brasil).
Foi usado Mepivacaina, que ndo contem epinefrina, por ndo restringir o suprimento
sanguineo da area bloqueada.

Os dentes foram extraidos de maneira atraumatica, sem elevacéo de retalho
e preservando as paredes do alvéolo, possibilitando a colocacdo e preenchimento
com concentrado de L-PRF (DOHAN,2009). Apés o procedimento, todos os alvéolos
foram suturados com fio 3-0 de seda (Ethicon/Johnson & Johnson, S&o Paulo,
Brasil). No lado contra lateral, controle, foi realizado o procedimento de exodontia e

sutura, da mesma maneira, porém foi permitida a cicatriza¢do natural.

4.3.2 Preparacgéo do L-PRF

O L-PRF foi preparado utilizando uma unica centrifuga (Modelo: NI 1811-A,
Nova instruments, Piracicaba, SP, Brasil) de bancada para tubos de sangue.

A centrifuga utilizada foi ajustada de acordo com as normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) e Recomendacdes da Sociedade Brasileira de
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Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (ANDRIOLO et al., 2010), seguindo a
formula:
RCF ou Forga G =1,12 x R x (RPM/1000)2

RCF corresponde a forca centrifuga relativa e, também, a denominada forca
g, e refere-se a regulagem de aceleracéo da centrifuga, expressa em RPM. Para a
transformacdo do g em RPM, ou vice-versa, deve-se conhecer o raio da centrifuga,
conforme a seguinte equagao: Em que “R”, expressa-se em cm, que corresponde a
distancia radial do centro do rotor da centrifuga (raio) preconizada pelo protocolo de
Choukron et al. (2006).

O sangue foi colhido em 08 tubos de vidro sem anticoagulante, de 9mL, 30
minutos antes da cirurgia (Figura 2 a), e imediatamente centrifugado por 12 minutos
a 2200 rpm (Figura 2 b). Ap6s a centrifugacao o coagulo de L-PRF que se forma na
parte média do tubo, foi separado da porgcéo de células vermelhas (trombo), obtendo
assim um codagulo de fibrina rico em plaquetas e leucocitos (DOHAN et al. 2009)
(Figura 2. 1c,1d).

Figura 2. a) Coleta do sangue; b)Centrifugacao; c-d)Coagulos de fibrina
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O L-PRF foi condensado e modelado em kit proprio estéril (Caixa Box PRF,
Maximus Instrumentais Odontoldgicos, Contagem, MG,Brasil) para a formacdo de

uma membrana (Figura 3).

Figura 3. Imagem obtencdo de membranas L-PRF. Caixa Box para PRF (Maximus

Instrumentais Odontolégicos®, Contagem, MG,Brasil)

Antes da aplicacdo no alvéolo as membranas foram fragmentadas utilizando
tesoura Goldman Fox (Millennium-Golgran, S&o Caetano do Sul, SP, Brasil). O L-
PRF foi usado antes de 60 minutos pds-preparacdo, precisamente posicionado e
estabilizado por suturas nao reabsorviveis (Ethicon/ Seda 4.0. Jonhson&Jonhson®).
No lado Controle a mesma sutura foi utilizada.

Todos os pacientes foram aconselhados a fazer repouso relativo e uma dieta
liguida ou pastosa e fria nas proximas 48 horas e controle quimico da placa
bacteriana com bochecho de clorexidina a 0,12% durante um minuto. Em todos os
casos a sutura foi removida apdés uma semana. O paciente foi acompanhado nas 3

semanas subsequentes.
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4.3.3 22 Fase — Coleta das Amostras

Apds o periodo de 4 meses foi realizado o procedimento cirlrgico para a
coleta das amostras e instalagdo dos implantes. Previamente ao procedimento
cirargico, foi prescrito em regime profilatico, 4 capsulas de amoxicillina 500mg, em
administracdo Unica, 1 hora antes da cirurgia e durante 7 dias depois, em um regime
de uma capsula de 8 em 8 horas por 7 dias. Também foi ministrado analgésico
(Dipirona monoidratada: 20 a 40 gotas em administragdo Unica ou até o maximo de
40 gotas 3 vezes ao dia) e anti-inflamatorio, que foi estendida a administracéo por 3
dias (Nimesulida 200mg: 24/24h) pés-cirurgia (SEABRA et al, 2004). Foi entregue ao
paciente 18 ml de solugédo de clorexidina a 0,12% para bochecho, antes do
procedimento, visando a reducao da microbiota oral.

A partir da preparacdo do alvéolo para instalacdo do implante, foi coletada
amostras de material formado no centro do alvéolo (até aproximadamente 6mm de
profundidade) com broca trefina de 3.3 mm (Neodent®, JJGC IND.E COM. DE MAT.
DENTARIOS S.A, Curitiba, PR, Brasil). O material foi depositado em recipiente

contendo formol a 10% para posterior analise histolégica.

4.4 Preparo das Amostras

As amostras retiradas da parte central do alvéolo foram entdo coletadas,
fixadas em formol tamponado a 10 % por tempo minimo de 24hs e posteriormente
colocada em solucdo descalcificadora éssea (Allkimia®, Campinas, SP, Brasil) até
desmineralizagcdo completa, em seguida processadas para a histologia de acordo

com o protocolo a seguir:

- Desidratacdo: os tecidos foram mergulhados em uma série crescente de
alcool (70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto II, absoluto IlI), com um tempo de 30
minutos em cada banho;

- Diafanizagdo: os tecidos foram mergulhados em trés banhos de xilol,
durante 30 minutos em cada banho;

- Infiltracdo: foram realizados trés banhos em parafina a 58°C, durante 90
minutos em cada banho. Apds o ultimo banho, as pecas foram incluidas em blocos

de parafina.

25



Os blocos de parafina foram cortados no sentido longitudinal antero-posterior,
com 5um de espessura com auxilio de um micrétomo (Leica RM2125 RT). Os cortes

foram coletados em laminas de vidro e deixados secar.

4.5 Analise Histolbgica

Cada amostra obtida foi analisada macro e microscopicamente para registrar
a extensdo de cada reacao tecidual observada. A resposta tecidual foi avaliada na
area compreendida nas regifes circunjacentes a area do centro do alvéolo dentario.

As laminas obtidas dos blocos em parafina e coradas com hematoxilina e
eosina (HE) foram observadas em Microscopio de Luz de Campo Claro (Nikon
Eclipse E400, Toquio, Japdo). Essas imagens foram capturadas por uma camera
digital de alta resolucdo (Sony® HD DSC HX9V 16.2 Mega Pixels), utilizando lentes
objetivas Acroplan de 10x e 20x no Laboratorio de Biotecnologia Aplicada (LABA) da
Universidade Federal Fluminense para analise histomorfométrica.

A analise descritiva da resposta tecidual aos biomateriais foi avaliada em

funcao presenca de tecido conjuntivo, 0sso neoformado e presenca de inflamacéo.

4.6 Histomorfometria

A histomorfometria foi realizada através de andlise digital das imagens
capturadas das laminas coradas com HE através de um microscopio de luz de
campo claro (Nikon Eclipse E400, Téquio, Japdo) em aumento de 20x. Essas
imagens foram capturadas por uma camera digital de alta resolucdo (Sony® HD
DSC HX9V 16.2 Mega Pixels). Antes da colocacdo da lamina na platina do
microscoépio, sua limpeza foi feita com lenco de papel para remoc¢ao de impurezas. A
iluminagdo do microscopio foi mantida constante durante todas as sessfes de
captura de imagem, mantendo o potencibmetro da lampada de tungsténio na
posicdo de 12h. A objetiva escolhida para a captura foi a de 20x por propiciar um
bom campo de observacdo e ainda permitir o detalhamento morfologico do tecido.
Em cada corte histolégico foram fotografados de 6 a 8 campos corridos por
varredura correspondentes a regido do centro do alvéolo dentéario (area trefinada),

ndo havendo sobreposicdo das mesmas. Foram coletadas imagens de todos os
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grupos experimentais totalizando 115 imagens digitais. As imagens foram recortadas
em tamanho padréo no programa PICASA® 3 na dimensao de 20x25 e a interface
de captura foi disponibilizada pelo software Image Pr6 Plus® v. 4.5.0.29. A grade
para a contagem sobreposta as imagens continha 200 pontos permitindo assim uma
analise de densidade de volume de osso neoformado, tecido conjuntivo e outros
totalizando nesse estudo 22400 pontos. Os resultados foram automaticamente
transferidos para uma planilha do software Microsoft Excel® para posterior analise
estatistica.

4.7 Analise Radiografica

As radiografias panoramicas utilizadas foram apresentadas pelos pacientes
em filme radiografico. Todas foram digitalizadas e analisadas utilizando régua
eletrdnica do software (ImageJ® v. 4) que tracou linhas verticais e paralelas. (Figura
8)

As linhas tinham como referéncia estruturas anatémicas adjacentes ao sitio a
ser avaliado (ex. forame mentoniano, borda infraorbitaria) (reta amarela) ou
perpendicular a cortical da mandibula ou maxila, no caso de pacientes edéntulos. A
outra linha foi posicionada no centro do sitio a ser avaliado (reta verde). Um plano
horizontal e perpendicular a esta delimitou a base da medida (reta vermelha).

A régua eletrbnica do software forneceu medidas quantitativas em pixels que

foram analisadas estatisticamente.

4.8 Analise Estatistica

Os registros das informacfes quantitativas da andlise histologica foram
armazenadas em um banco de dados elaborado em planilha do software Microsoft
Excel®. O software GraphPad Prysm 5 foi utilizado para a realizacdo dos valores

médios e desvio padréo.

Na analise histomorfométrica por individuo, estes foram comparados por
Kruskal-Wallis seguido de pés-teste Dunn’s (p<0,05%) utilizando o programa
GraphPad Prysm 5 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA) (Figuras 3 e 4).
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Foi realizado o teste de Wilcoxon com o software IBM-SPSS Verséao 2.0 para
amostras pareadas nas comparacfes do tecido 6sseo e do tecido mole na anélise
histolégica por grupo. Além disso, os dados obtidos das radiografias, mensuracdes
antes e apos o experimento e a média do percentual de reducdo também foram

examinados pelo mesmo. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 Andlise Histoldgica Descritiva

O cronograma do tratamento de cada paciente seguiu o planejamento
estabelecido no protocolo da pesquisa. Sete participantes foram incluidos no estudo,
4 do sexo masculino e 3 feminino , adultos saudaveis com idade média de 53,7 + 2,7
anos. Todos os pacientes completaram o0 estudo. Nenhum caso de infeccao,
alveolite ou complicacdo cirdrgica foi observado. O tempo de cicatrizacdo
transcorreu sem intercorréncias e nenhum participante foi perdido no periodo de
acompanhamento. Todas as 14 biopsias do grupo Teste (7) e Controle (7), dos sete
participantes foram colhidas satisfatoriamente, com broca trefina, o mais proximo
possivel dos 120 dias apds a extracao dentaria.

As imagens analisadas das amostras trefinadas dos alvéolos dentéarios
preenchidos com L-PRF mostraram, através da coloracdo e forma, a presenca de
componentes da cicatrizagdo do osso alveolar, com formacao de trabéculas de 0sso
neoformado. A Figura 4 mostra areas de novo osso formado, em cor rosa (seta
preta), entremeado com areas de tecido conjuntivo em cor rosa palido (seta verde) e

auséncia de infeccdo e/ou necrose tecidual (Figura 5).
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Figura 4. Fotomicrografia da amostra trefinada do alvéolo dentario preenchido com
L-PRF. Observar a presenca de trabéculas de osso neoformado e tecido conjuntivo.

Coloracao: Hematoxilina e Eosina.
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Figura 5. Fotomicrografia da amostra trefinada de alvéolo dentario preenchido com
coagulo sanguineo. Observar presenca de trabéculas 6sseas de osso neoformado
(1) e tecido conjuntivo (2), auséncia de infeccdo e de necrose tecidual. Coloragéao

Hematoxilina e Eosina.

O novo osso foi observado em ilhas povoadas de inumeras lacunas.
Pequenas areas difusas com coloracdo escura bordearam as areas de novo 0SSO
sendo sugestiva de ostedcito. Entre as ilhas de novo 0sso mineralizado as imagens
mostraram um tecido rosa palido correspondente ao tecido conjuntivo.

A avaliacdo também encontrou, em algumas amostras, proximo as bordas
das amostras a presenca de areas de 0sso maduro, provavelmente resultante da
penetracdo da broca trefina na area de osso original maduro mineralizado. Estas
areas foram excluidas da avaliacdo histomorfométrica ndo contribuindo para o
calculo de porcentagem de 0sso e tecido conjuntivo neoformado.

A analise das porcentagens da quantidade de area de osso neoformado e de
tecido conjuntivo das amostras avaliadas esta resumida na tabela 2.

Foi possivel observar que o percentual foi maior da area de osso neoformado
em trés dos sete pacientes do grupo Teste (amostras 1,2 e7), nos sitios que
utilizaram o L-PRF, quando comparado a formacao de tecido conjuntivo. Nos sitios

Controle destas mesmas amostras a situacdo se mostra equivalente, havendo
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também maior formacé&o de novo 0sso do que tecido conjuntivo.

As amostras 3,4,5 e 6 do grupo Teste apresentaram maior percentual de
formacgao de tecido conjuntivo quando comparado a formag&ao de novo 0sso.

O grupo Controle destas amostras obteve maior formagdo de novo 0Sso
quando comparado a formacéao de tecido conjuntivo (Anexo A).
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Figura 6. Representa o percentual da formacao de Novo 0sso entre amostras do

grupo Teste e grupo Controle. PRF =Grupo Teste/ Clot= Grupo controle.
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Figura 7. Representa o percentual da formacao de Tecido conjuntivo (CT) entre
amostras do grupo Teste e grupo Controle.

Para analise comparativa dos grupos as imagens foram recortadas em

tamanho padrdo no programa Fotosizer® v3.1.0.550 e disponibilizada no software
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ImageJ. O programa gera uma grade para a contagem sobreposta as imagens que
contem 88 pontos, permitindo assim uma andlise de volume de osso neoformado e
tecido conjuntivo. Os resultados foram automaticamente transferidos para uma
planilha do software Microsoft Excel® para andlise estatistica utilizando teste

Wilcoxon

Tabela 1. Descricdo paramétrica das laminas do grupo Teste e grupo Controle

guanto a formacao de 0sso e tecido conjuntivo. *teste Wilcoxon.
Grupo Osso Tecido Conjuntivo
PRF 32,41 + 9,45 55,58 + 9,48
Coégulo 46,37 £ 4,91 41,63 £4,91
P*=0,018 P*=0,018

5.1 Andlise Radiografica

Atencéo especial foi dada para a selecdo dos exames radiograficos. Somente
foram selecionados exames com correto posicionamento para tomada radiografica.
Procurou-se, desta maneira, evitar ao maximo as distor¢cdes que poderiam interferir
com o resultado das mensuracfes. As radiografias panoramicas iniciais e finais
foram obtidas preferencialmente no mesmo servico radioldgico. No exame inicial da
radiografia foi observada a real necessidade de extracdo do elemento dentéario, que
sugeria areas de radiolucidez por fraturas ou céries extensas, que impossibilitavam a
reconstrucao do dente.

A observacdo do exame radiografico final dos 7 pacientes, nos sitios que
receberam o L-PRF, apos 4 meses, revelou imagem sugestiva da presenca de novo
osso formado e preservacdo do alvéolo (Figura 9). As radiografias panoramicas
iniciais e finais foram digitalizadas para avaliacdo das distancias.

Nas radiografias panoramicas digitalizadas foram tragadas linhas utilizando a

régua eletronica do software. (ImageJ® v. 4).
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A figura 8 mostra a disposicéo das linhas verticais (amarelo e verde) tracadas
paralelas ou perpendiculares a estruturas anatdémicas (ex. forame mentoniano, borda
infraorbitaria, cortical da mandibula ou maxila), adjacentes e no centro do sitio a ser
avaliado. Um plano horizontal e perpendicular a estas linhas delimitou a base da

medida ( vermelho).
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Figura 8. Imagem ilustrativa das linhas tracadas para registro de medidas. Fonte:
https://imagej.net

As medidas das radiografias panoramicas foram compensadas de acordo
com o fator de magnificacdo do aparelho de radiografia panoramica (25%) fornecida
pelo fabricante. Com este procedimento foram obtidas medidas absolutas que

facilitaram a comparacao entre os sitios.

As medidas dos pares de imagens do mesmo sitio (inicial versus final) foram
automaticamente transferidas para uma planilha do software Microsoft Excel® para

posterior analise estatistica.
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Figura 9. Média das mensurac¢fes nas radiografias no inicio e ao final da avaliacdo

de acordo com o grupo. * p = 0,018, teste Wilcoxon.

Tabela 2. Porcentual de reducgéo de altura na radiografia. *teste Wilcoxon.

Porcentual de reducéo Valor de P*
Grupo
(= desvio-padréo)

PRF 7,67 £ 28,51
0,028
Coégulo 26,87 + 17,79

Tabela 3. Média das medidas iniciais e finais das radiografias.*teste Wilcoxon.
Coégulo reduziu significantemente

Grupo Inicial Final
PRF 58,09 + 16,45 51,51 +12,16 0,310
Coagulo 56,27+ 17,44 41,58 + 16,09 0,018
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6 DISCUSSAO

A possibilidade de substitutos que auxiliem a nova formacéo de tecidos, com
as mesmas propriedades que os tecidos perdidos, deram origem a uma ampla faixa
de estudos (CHOUKRON, 2001; DOHAN, 2006; 2009; ANITUA, 2013) e nos motivou
na elaboracdo desta pesquisa. Este estudo foi proposto pra avaliar o uso do
concentrado de plaquetas e leucocitos em membrana de fibrina (L-PRF) como um
material autbgeno de enxerto, na preservacdo dimensional de alvéolos poés-
exodontia.

A avaliacdo histolégica de todas as amostras do grupo Teste mostrou ilhas de
novo 0ssos semelhantes em qualidade ao osso formado nos sitios que cicatrizaram
naturalmente. Entretanto a quantidade de novo 0sso no grupo Teste n&o foi superior
ao grupo Controle no que diz respeito a quantidade. A correlacdo destes resultados
com a literatura disponivel pode ser fragil, pois o pequeno numero de dados de
estudos histolégicos em humanos, com foco em alvéolos pds-extracdo, disponiveis
na literatura, sdo baseados em andlises de formacdo 6ssea em torno de implantes
imediatos ou com a associacdo de materiais sintéticos ou de origem animal. Além
disso, a maioria dos estudos analisam quantitativamente a parte mineral, 0sso
cortical ou medular (CARDAROPOLI et al. 2005) e principalmente a influéncia dos
fatores de crescimento na indugéo de novo osso (KOBAYASHI 2015; DOHAN, 2006,
2009), que no nosso estudo néo foi possivel ser demonstrado.

Neste estudo a avaliacdo histomorfométrica demonstrou que € possivel a
preservagcao dimensional no grupo Teste, que pode ser justificado pela localizagao
dos sitios estudados, segundo Lindhe et al (2013), que examinaram a composi¢ao
histologica de rebordos completamente cicatrizados, em diferentes areas da maxila
e mandibula, demonstraram guantitativamente que a cicatrizacdo pode diferir em
relacdo a maxila e mandibula e dentro delas. No presente estudo utilizamos sitios
contralaterais, porém nem sempre na mesma arcada.

Embora o presente estudo tenha examinado um numero igual de amostras
histoldgicas utilizadas em estudos como os de Du Toit et al. (2016) e Nevins et al.

(2006), os resultados diferem quanto & composi¢ao de novo osso formado.

35



6.1 Avaliacdo Radiografica

Estudos como o de Dula et al (2001) demonstraram que a radiografia
panoramica € acurada nas medicdes verticais quando o fator de magnificacdo das
imagens é conhecido. Lam et al. (1995) demonstraram que a discrepancia entre as
mensuracdes entre as radiografias panoramicas sao maiores onde o rebordo se
encontra mais reabsorvido na comparagdo com a tomografia computadorizada. Uma
das dificuldades encontradas no estudo, durante a realizacdo das medidas e que
pode ter contribuido para alguma discrepancia entre os exames foi a dificil
delimitacdo dos acidentes anatémicos.

Segundo Tal & Moses (1991) as radiografias panoramicas sao
suficientemente precisas em casos clinicos de rotina e salientaram, porém, que a
tomografia apresenta uma importante vantagem que € a visualizacdo da espessura
0ssea.

Nesta pesquisa, os resultados das medidas finais dos sitios enxertados foram
similares aos estudos de Hauser et al. (2013) que demonstraram preservacédo do
alvéolo, além da modificacdo da sua microarquitetura e a qualidade intrinseca do
novo osso formado.

Del Corso et al. (2012) demostraram que o uso do L-PRF, utilizado como
material preenchedor de alvéolos pdés-extracdo, em esta associado a melhor
preservacao quando comparado a cicatrizacao fisiologica.

Estudos como de Schropp et al. (2003) observaram que as maiores
mudancas ocorrem durante as fases iniciais da cicatrizagédo (3-6 meses), mas que
em meses posteriores o encolhimento do rebordo pode ser observado (IASELLA et
al. 2003; SCHOROPP et al. 2003). Esta reabsorcédo é mais proeminente na parede
vestibular (ARAUJO et al. 2005) o que pode parcialmente ser explicado pelo fato
desta parede ser geralmente mais fina (ARAUJO et al. 2015, 2005).

Embora ndo tenha sido registrado, este estudo observou que o relato dos
pacientes no pos-operatorio do lado Teste (L-PRF) mencionava menor desconforto
e dor que o pds-operatdrio do lado Controle (coagulo). Estes relatos foram também
observados nos estudos de Marenzi et al. (2015) que concluiram que o uso de L-
PRF em alvéolos pos-extracdo € eficiente no controle da dor e melhora o processo

de cicatrizacdo. Estes efeitos podem estar relacionados aos aspectos bioquimicos e
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estruturais da matriz de fibrina, das membranas de L- PRF, que retém quase 60%
dos leucécitos e plaguetas do sangue coletado. A arquitetura tridimensional da
membrana de fibina abriga plaquetas e permite a migracdo de leucdcitos que
estimulam a diferenciacdo celular e permite a lenta liberacdo de fatores de
crescimento por mais de 7 dias. Esta constatacdo foi ratificada por Dohan et al.
(2014) quando relatou a presenca de TGFB1 (Transforming Growth Factor B1 ),
PDGF-AB (Platelet-Derived Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), TSP-1 (Thrombospondin-1) e Fibronectina que estdo envolvidas na
aceleracao e controle da cicatrizacdo na regeneracao por mais de 7 dias..

Apesar de nossos resultados apontarem na direcdo de que o uso de
membranas pode trazer pequenos beneficios positivos, como a manutencdo da
altura do alvéolo e na preservacdo dimensional, estes devem ser vistos com
ponderacado, considerando-se que o0 pequeno numero de amostras no nosso estudo

€ um fator limitante para esta conclusao.
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7 CONCLUSAO

Este estudo empregou um método simples, viavel e inovador para avaliar a

preservacao de alvéolos utilizando a técnica de L-PRF.

Dentro da limitacdo do estudo, a hipotese verdadeira pode ser confirmada. O
uso da técnica de L-PRF como material preenchedor, demonstrou que possibilita a

preservacao dimensional dos alvéolos pos -extracao.
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Tabela 5. Representacdo numérica das porcentagens da quantidade de area de 0sso
neoformado e de tecido conjuntivo nos grupos Teste e Controle



ANEXO B

1 14  INICIAL 66 24 INICIAL 61
FINAL 49.577 FINAL 33.052

PRF MEDIDA CONTROLE MEDIDA
2 15 INICIAL 40.560 25 INICIAL 57.513
FINAL 61.039 FINAL 46.331

PRF MEDIDA CONTROLE MEDIDA
3 35 INICIAL 54.718 44 | INICIAL 72.714
FINAL 45.672 FINAL 52.450

PRF MEDIDA CONTROLE MEDIDA
4 45 | INICIAL 60.644 34  INICIAL 40.920
FINAL 52.056 FINAL 34.458

PRF MEDIDA CONTROLE MEDIDA
5 43 | INICIAL 46.027 33 | INICIAL 45.303
FINAL 49.118 FINAL 43.437

PRF MEDIDA CONTROLE MEDIDA
6 21  INICIAL 48.879 11 | INICIAL 34.081
FINAL 32.146 FINAL 15.342

PRF MEDIDA CONTROLE MEDIDA
7 46 | lINICIAL 89.818 45 | INICIAL 82.414
FINAL 70.958 FINAL 66.037

Tabela 6. Correlacdo entre as radiografias panoramicas inicial e final na avaliacdo das
medidas Osseas. Alturas 6sseas medidas na avaliagdo de radiografia panoramica .
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ANEXO C

@, uniGRANRIO

Comité de Etica em Pesguisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolucdo n° 466,do Conselho Nacional de Saude de
12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliacdo da cicatrizacao
de alvéolos pdOs-extracdo utilizando a técnica de L-PRF”. Vocé foi selecionado por ser
paciente em atendimento na clinica de Periodontia da UNIGRANRIO com recomendacao de
cirurgia para exodontia e instalacdo de implantes osseointegrados. A qualquer momento
vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trard nenhum
prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicao.

O objetivo deste estudo é avaliar a cicatrizacdo de alvéolos p6s-extracdo que utilizam
a técnica de L-PRF. Sua participacdo nesta pesquisa consistira em permitir, a coleta de
sangue 30 minutos antes da cirurgia de exodontia para producdo do L — PRF, e permitir a
coleta de tecido formado no alvéolo ap6s 4 meses, por ocasido da instalagdo do implante
dentario. Os riscos relacionados com sua participacdo sdo inexistentes. Os beneficios
relacionados com a sua participacao sdo a necessidade de desenvolver técnicas que podem
aumentar o conhecimento da cicatrizacdo dos tecidos da area de pds-extracdo. As
informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificag@o. Os resultados serdo confidencias, ou seja, somente o0 pesquisador tera acesso
a suas informacgoes e serdo utilizados somente para o objetivo do presente estudo.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o senhor
(a), podendo tirar suas duavidas sobre o projeto e sua participagdo, agora ou a qualquer
momento com a pesquisadora responsavel Camila Sessim Guedes no e-mail
camila.sessim@terra.com.br ou no telefone 97954-8457.

Pesquisador Responsavel: Camila Sessim Guedes

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacao na pesquisa e
concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160
— CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733 — ENDERECO ELETRONICO:
cep@unigranrio.com.br

Rio de Janeiro, de de 20

Sujeito da pesquisa

Pai / M&e ou Responséavel Legal (Caso o sujeito seja menor de idade)
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