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Malzoni CMA. Utilizacdo da fibrina rica em plaguetas e leucécitos (L-PRF) em
procedimentos cirargicos de elevacdo do assoalho do seio maxilar [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

A fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) € um derivado plaquetéario autégeno
capaz de liberar citocinas e fatores de crescimento favoraveis ao reparo tecidual. Por
esta razdo a L-PRF vem sendo utilizada em diversos procedimentos odontoldgicos.
Uma das aplicabilidades clinicas da L-PRF & em procedimentos de levantamento do
seio maxilar, uma técnica ja consagrada na odontologia que permite a colocacéo de
implantes dentérios em regido posterior de maxilas atroficas. Para avaliar a efetividade
do uso da L-PRF, dois estudos clinicos independentes foram realizados utilizando a
L-PRF em seios maxilares. Um deles teve o propésito de avaliar a influéncia da L-PRF
na regeneracao 0ssea quando associada ao 0sso mineral bovino desproteinizado
(OBD) em procedimentos de elevagao do assoalho do seio maxilar, e 0 outro teve o
propésito de avaliar a efetividade da L-PRF no reparo de membranas de Schneider
acidentalmente perfuradas durante o procedimento de levantamento do seio maxilar.
Para isso, o primeiro trabalho foi um estudo clinico randomizado controlado
envolvendo 19 pacientes com edentulismo na regido posterior de maxila. De forma
aleatdria, 24 seios maxilares destes 19 pacientes foram distribuidos entre os grupos
teste e controle. O grupo teste abordou 12 seios maxilares que foram enxertados com
OBD associado a L-PRF, ja o grupo controle abordou outros 12 seios maxilares
enxertados apenas com OBD. Apdés 8 meses de reparo, uma biépsia foi obtida por
meio de broca trefina no mesmo eixo de insercao dos implantes. As biopsias foram
processadas para analise histomorfométrica e imuno-histoquimica. Uma maior
imuno-marcagédo para VEGF e OPN e uma menor marcagdo para OCN foram
detectadas no grupo teste em relacdo ao grupo controle. Os valores obtidos para
RUNX-2 foram proximos entre os grupos. Em relagdo a histomorfometria, foi possivel
observar que a associacéo da L-PRF ao OBD resultou em maior neoformacao 6ssea
no seio maxilar, sem apresentar diferencas estatisticas em relacdo a quantidade de
tecido mole e enxerto 6sseo residual. O segundo estudo trata-se de uma série de
casos envolvendo 9 pacientes que apresentaram grandes perfuragcbes das
membranas de Schneider durante a execucdo do levantamento do seio maxilar.
Membranas de L-PRF foram interpostas sobre as perfuragbes e enxertos de OBD
puderam ser realizados no mesmo ato operatério. Apdés 8 meses de reparo, 13
implantes foram instalados nos seios maxilares enxertados, obtendo-se estabilidades
primarias satisfatérias. O reparo das membranas e a taxa de sucesso dos implantes
dentarios foram avaliados apos 3-5 anos de acompanhamento por analises clinicas e
radiograficas. Baseado nos resultados destes estudos, pode-se concluir que a
utilizacédo da L-PRF em procedimentos de elevagéo do seio maxilar é extremamente
benéfica, tanto no tratamento de perfuragcdes da membrana de Schneider, eliminando
a necessidade de interromper o procedimento cirdrgico, quanto na neoformacéo
0ssea na cavidade do seio maxilar, proporcionando resultados mais significativos do
gue quando o0 0sso bovino é utilizado isoladamente em um periodo de reparo de 8
meses.

Palavras chave: Seio maxilar. Fibrina rica em plaguetas. Materiais biocompativeis.



Malzoni CMA. Association of Leukocyte and platelet — rich fibrin in maxillary sinus floor
surgical procedures [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2020.

ABSTRACT

Platelet and leukocyte-rich fibrin (L-PRF) is an autogenous platelet derivative capable
of releasing cytokines and growth factors favorable to tissue repair. For this reason, L-
PRF has been used in several dental procedures. One of the clinical applicabilities of
L-PRF is in maxillary sinus lifting procedures, a technique already established in
dentistry that allows the placement of dental implants in the posterior region of atrophic
jaws. To assess the effectiveness of using L-PRF, two independent clinical studies
were conducted using L-PRF in maxillary sinuses. One of them had the purpose of
evaluating the influence of L-PRF in bone regeneration when associated with
deproteinized bovine mineral bone (DBB) in maxillary sinus floor elevation procedures,
and the other had the purpose of evaluating the effectiveness of L-PRF in the repair of
Schneider membranes accidentally perforated during the maxillary sinus lifting
procedure. For this, the first study was a randomized controlled clinical study involving
19 patients with edentulism in the posterior region of the maxilla. At random, 24
maxillary sinuses of these 19 patients were distributed between the test and control
groups. The test group involved 12 maxillary sinuses that were grafted with DBB
associated with L-PRF, whereas the control group addressed 12 other maxillary
sinuses grafted only with DBB. After 8 months of repair, a biopsy was obtained using
a drill bit on the same axis of insertion of the implants. The biopsies were processed
for histomorphometric and immunohistochemical analysis. A greater immunostaining
for VEGF and OPN and a lower staining for OCN were detected in the test group
compared to the control group. The values obtained for RUNX-2 were close between
the groups. Regarding histomorphometry, it was possible to observe that the
association of L-PRF with DBB resulted in greater bone neoformation in the maxillary
sinus, without showing statistical differences in relation to the amount of soft tissue and
residual bone graft. The second study deals with a series of cases involving 9 patients
who had large perforations of Schneiderian membranes during the execution of the
mauxillary sinus surgery. L-PRF membranes were interposed over the perforations and
DBB grafts could be performed in the same surgery. After 8 months of repair, 13
implants were installed in the grafted maxillary sinuses, obtaining satisfactory primary
stability. Membrane repair and dental implant success rate were assessed after 3-5
years of follow-up by clinical and radiographic analyzes. Based on the results of these
studies, it can be concluded that the use of L-PRF in maxillary sinus elevation
procedures is extremely beneficial, both in the treatment of Schneiderian membrane
perforations, eliminating the need to interrupt the surgical procedure, as well as in
neoformation. bone in the maxillary sinus cavity, providing more significant results than
when bovine bone is used alone in a repair period of 8 months.

Keywords: Maxillary sinus. Platelet-rich fibrin. Biocompatible materials



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ot 12
2 PROPOSICAO ...ttt ettt 18
BPUBLICACOES ..o 19
S LPUBIICACA0 1 ... 19
3.2 PUDIICACAOD 2 ..uvvie e 43
4 CONCLUSAD ..ottt 62

REFERENCIAS ..ottt 63

APENDICE A = MATERIAL E METODO ....c.oooovviiiieeeeeeeeeeserienens 68

ANEXO A — CARTA DE ACEITE DO CEP ..o 77



12

1 INTRODUCAO

Para a instalacdo de implantes dentarios, um remanescente 6sseo adequado é
necessario. Porém, esta condicdo nem sempre é encontrada, principalmente na
regido posterior de maxila, onde a pneumatizacdo do seio maxilar atrelada a
progressiva reabsorcdo 0ssea alveolar apds exodontia, acarretam em insuficiéncia
6ssea para instalacdo de implantes?. Para tornar possivel a reabilitacdo oral
implanto-suportada nesta regido, foi desenvolvida em 1986 por Tatum a técnica da
janela lateral para acessar a cavidade do seio maxilar e possibilitar a elevacéo do seu
assoalho®. A complicacdo mais comum durante a execucdo deste procedimento é a
perfuracdo da membrana de Schneider, uma membrana mucoperiosteal de espessura
fina (entre 0,3 a 0,8 mm)* que recobre toda a extensdo da cavidade do seio maxilar®.
A camada epitelial da membrana é constituida por epitélio pseudoestratificado colunar
ciliado, responsavel por fornecer ao seio maxilar numerosas células caliciformes que
produzem muco®. Esse muco, além de conter lisozima (antibacteriano), retém
bactérias e detritos que posteriormente serdo transportados pelos cilios celulares em
direcdo ao ostium’, garantindo a drenagem do seio maxilar. A fisiologia entre o seio
maxilar e a cavidade nasal deve ser mantida para garantir condicdes de saude.
Qualguer fator que prejudique a producao de muco, a funcdo ou permeabilidade ciliar
pode aumentar o risco de sinusite.

Devido ao alto potencial osteogénico da membrana de Schneider*®2 e do
conceito de regeneracao 0ssea guiada, que considera a cavidade do seio maxilar um
defeito favoravel para formacédo Ossea, alguns autores afirmam que a técnica de
levantamento do seio maxilar pode ser realizada sem a associagcdo de enxertos
6sseos®10, No entanto, outros estudos afirmam que quando nenhum biomaterial é
utilizado na elevagéo do assoalho do seio maxilar, o ganho ésseo é limitado e o apice
do implante fica envolto por um tecido conjuntivo ndo osseointegrado!!13, Por esta
razdo, quando se deseja grande formacdo Ossea, a cavidade do seio maxilar
tradicionalmente é preenchida com enxertos 6sseos particulados!4. Nestas situacoes,
perfuracdes da membrana de Schneider tornam-se ainda mais preocupantes pelo
risco de penetragdo bacteriana, invasdo de muco no enxerto 0sseo e até obstrucao
do ostium devido ao extravazamento do enxerto no local da perfuracao,

comprometendo a drenagem fisiol6gica do seio maxilart®16,
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Estudos tém mostrado que perfuracbes da membrana do seio maxilar podem
ser solucionadas pela interposicdo de membranas de colageno sem interferir na
formacédo 6ssea ou sucesso do implante!”1° contudo, esta técnica s6 apresenta
sucesso em perfuracdes de até 1 cm?°. O uso de membranas de colageno em
perfuracdes consideradas grandes (> 1,5 cm) permanece sendo arriscado, sendo a
interrupgéo do procedimento a conduta mais adequada?!. Entretanto, membranas de
fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF) quando associadas a grandes
perfuracbes da membrana de Schneider tém demonstrado resultados clinicos
satisfatorios, sendo uma alternativa de tratamento, permitindo a continuidade do
procedimento cirdrgico e realizagéo do enxerto 6sseo com seguranga na regiao?’.

A L-PRF foi desenvolvida na Franca por Choukroun e € obtida pela
centrifugacéo do sangue colhido do paciente, sem a adi¢cdo de anticoagulantes, o que
a torna um material totalmente autégeno?’. A L-PRF se apresenta como uma
membrana gelatinosa constituida de uma concentragdo de fatores de crescimento e
citocinas favoraveis a cicatrizacdo e imunidade?32°, A L-PRF influencia diretamente
nos fenbmenos e complicacdes de remodelacdo dos tecidos, melhorando os
resultados e diminuindo os riscos de problemas infecciosos e hemorragicos?*. Esta
propriedade s6 € possivel devido a polimerizacdo natural e lenta da rede de fibrina
durante a centrifugacédo, o que permite uma alta porcentagem de ligacoes equilaterais,
gue promovem o estabelecimento de uma estrutura flexivel, com mdultiplas fibras,
tornando-a capaz de transplantar e suportar a ativacéo e migragdo de citocinas?%2’.

A L-PRF é considerada um derivado plaquetario de segunda geracdo. Os
derivados plaquetarios ja eram utilizados anteriormente, contudo eram manipulados
apenas para garantir hemostasia em procedimentos cirlrgicos?3. Quando a primeira
geracdo de derivados plaquetarios, o plasma rico em plaquetas — PRP?8, foi
desenvolvido, observou-se neste a possiblidade de ser uma fonte de citocinas, o que
contribuiu para continuidade das pesquisas e desenvolvimento de um novo protocolo
de centrifugacédo, o qual originou a L-PRF?2. A estrutura do PRP se diferencia da L-
PRF principalmente devido a adicdo de trombina bovina e cloridrato de célcio para
obtencédo do PRP. Este acréscimo influencia as propriedades mecanicas e biologicas
da matriz final. Devido ao processo de coagulacéo nao ocorrer por ativagao da cascata
fisiologica de coagulacdo, mas sim pela adicdo de trombina bovina, ndo ha ligacdes

cruzadas na estrutura do PRP, o que o torna um biomaterial mais friavel. Além disso,



14

como a coagulacdo que ocorre para obtencdo do PRP é rapida, ndo ha muitas
citocinas incorporadas a estrutura do concentrado plaquetério, logo a liberacdo destas
no sitio cirdrgico ocorre de maneira rapida®32%3°, diferente da L-PRF. Dohan et al.3!
em um estudo in vitro buscaram comparar os padroes de liberacdo de algumas
proteinas entre membranas de L-PRF e PRP. Os resultados permitiram observar que
a liberacdo do fator de transformacdo do crescimento beta - 1 (TGFB-1), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF-AB), trombospondina 1 (TSP-1) e fibronectina pela L-PRF foi mais lenta com
duracdo de pelo menos 7 dias. Mesmo quando a liberacao pela L-PRF ja era alta nas
primeiras 24 horas, ela permanecia em grandes quantidades continuamente durante
os 7 dias de experimento. Ja no PRP, as proteinas foram liberadas principalmente nas
primeiras 4 horas, e mesmo nas situacdes em que esta liberacéo continuava até os 7
dias, a liberac&o era menos intensa do que a observada na L-PRF.

A aplicacgéo clinica da L-PRF na odontologia é diversa, estudos tém mostrado
resultados favoraveis quando utilizada para recobrimento radicular, reparo de
membranas sinusais, regeneracdo 0Ossea, hemostasia, tratamento de defeitos
periodontais e até tratamento de regiées com necrose dos maxilares®-3*. Contudo,
de acordo com Pjetursson e Lang®®, o maior sucesso da L-PRF é quando utilizada
para tratamento de perfuracbes da membrana de Schneider durante procedimentos
de levantamento do seio maxilar.

Elif Oncu et al.®3 com o intuito de avaliar a efetividade das membranas de L-
PRF no reparo de membranas de Schneider, compararam por meio de analises
histoldgicas e radiogréficas a neoformacdo 6ssea de 20 seios maxilares enxertados
com 0sso heterégeno, sendo que 10 destes seios tiveram a membrana sinusal
acidentalmente perfurada e reparada com membranas de L-PRF. Os resultados deste
estudo puderam confirmar a capacidade da L-PRF em ser utilizadas para reparo das
membranas de Schneider, uma vez que nao houve diferenca estatistica em relagdo a
neoformacdo Ossea entre seios maxilares que sofreram ou ndo perfuracdo da
membrana sinusal.

Da mesma maneira que membranas de L-PRF possuem efeito benéfico no
reparo de tecido mole, também parecem exercer efeito favoravel no tecido 6sseo, uma
vez que sao consideradas fontes de células mesenquimais e fatores de crescimento

que contribuem com a neoformacéo 6ssea3. Os fatores de crescimento sdo proteinas
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bioativas que controlam o processo de reparo tecidual. O seu mecanismo de acéo se
da pela ligacao destas proteinas a receptores alvo extracelulares. Esta ligacdo ativa
as vias de transducdo do sinal e estimula a célula a desencadear acbes como
guimiotaxia, proliferacdo celular, angiogénese, além da sintese e degradacdo de
proteinas da matriz extracelular®3840 A atuacdo controlada e temporaria das
citocinas e fatores de crescimento sdo cruciais apds intervencdes cirdrgicas e no
tratamento de distlirbios musculoesqueléticos384°,

A associacdo da L-PRF ao enxerto 0sseo parece potencializar as
caracteristicas do enxerto ao induzir neoformacdo 6ssea. Em relagdo aos enxertos
0sseos utilizados no seio maxilar, o0 0sso bovino desproteinizado (OBD) tem sido
frequentemente utilizado como Unico material para enxerto na regido, ja que possui
resultados estatisticamente semelhantes aos de quando sdo usados em associacao
ao enxerto autégeno*', com a vantagem de eliminar a necessidade de um segundo
leito cirGrgico, diminuindo a morbidade pés-operatéria*?. O OBD tem mostrado ainda
sucesso clinico, histologico e longevidade do enxerto, que pode ser explicada pela
caracteristica de reabsorcdo bastante lenta deste biomaterial*}4344, No entanto, o
OBD também apresenta desvantagens como alto custo, longo periodo de reparo® e
auséncia de propriedades osteoindutoras*?. Por esta raz&o a utilizacdo da L-PRF no
reparo 6sseo vem sendo estudada em associacao ou ndo a enxertos 0sseos.

Os estudos iniciais em animais foram realizados para avaliar o efeito da L-PRF
em defeitos de calvaria e defeitos ao redor de implantes*®#’. Os resultados
demonstraram que a L-PRF foi satisfatoria para a regeneracao tecidual e ainda
acelerou a neoformacdo Ossea. Apesar dos resultados destes estudos serem
favoraveis, Dohan et al.*® chamaram atencéo para a obtencdo da amostra sanguinea
em estudos em animais, salientando que coelhos e camundongos sé&o animais
peguenos, com veias e artérias pequenas*4°, sendo na maioria das vezes impossivel
obter uma coleta sanguinea homogénea, rapida e com volume significante em um
tubo adequado para obtencéo da L-PRF. Dohan et al.*® ainda reforcaram que a L-PRF
de Choukroun foi desenvolvida para uso em humanos e requer uma coleta sanguinea
com um minimo de pressdo, volume e velocidade para ser adaptada a outras
espécies.

A primeira associacdo da L-PRF como material de enxerto na cavidade do seio

maxilar em humanos foi publicada por Choukroun et al. 0. Os pacientes do grupo teste
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tiveram o seio maxilar enxertado com o0sso alégeno em associa¢do com L-PRF, ja os
do grupo controle, tiveram como material de enxerto apenas o 0sso alégeno. Devido
a capacidade da L-PRF em acelerar a formacéo 0ssea, 0s pacientes do grupo teste
tiveram o0s seios maxilares reabertos para obtencdo de bidpsia e instalacdo de
implantes ap6s 4 meses e 0 grupo controle, somente apdés 8 meses. A andlise
histologica ndo encontrou diferenca significativa entre a neoformacéao 6ssea dos dois
grupos, indicando que o uso de L-PRF permitiu diminuir o periodo de reparo para
instalacdo de implantes, utilizando menor quantidade de enxerto 6sseo, sem
comprometer a quantidade de osso neoformado.

Com o intuito de avaliar a influéncia da L-PRF na neoformacédo 6ssea do seio
maxilar, outros estudos também foram realizados. Zhang et al.>! compararam seios
maxilares enxertados apenas com OBD com o de seios maxilares enxertados com a
associacao entre L-PRF e OBD. Apesar da porcentagem de neoformacédo éssea ter
sido superior no grupo que utilizou L-PRF, esta diferenga nao foi considerada
estatistica. Resultados semelhantes também foram encontrados por Nizam et al.>? em
um estudo de boca dividida, em que pacientes com necessidade de levantamento
bilateral de seio maxilar foram avaliados, de forma que o grupo controle teve 0s seios
maxilares enxertados apenas com OBD e o grupo teste, OBD associado a L-PRF.
Neste estudo, nenhum beneficio adicional na regeneracdo 6ssea foi observado com
a utilizacéo da L-PRF. Contudo, outros estudos recentes como o de Pichotano et al.>®
apresentaram resultados significantemente favoraveis para a neoformacdo oOssea
quando a L-PRF é utilizada. Neste estudo de boca dividida, 24 seios maxilares de 12
pacientes foram alocados aleatoriamente para 0s grupos teste e controle. No grupo
controle, os seios maxilares foram preenchidos apenas com 0sso bovino e no grupo
teste, com 0sso bovino associado a L-PRF. Apds 4 meses, bidpsias foram obtidas do
grupo teste e implantes instalados. Ja no controle, foi aguardado 8 meses para
obtencdo de bidpsias e instalacdo dos implantes. Em relacdo as analises
histomorfométricas, o grupo teste apresentou porcentagem de neoformacdo 0ssea
significantemente maior do que o grupo controle com 8 meses, indicando que a L-PRF
associada ao 0sso bovino no seio maxilar permitiu a instalacéo precoce de implantes
e ainda contribuiu com a neoformagédo 0ssea da regiéo.

Liu et al.>*, em uma meta-analise sobre os efeitos da L-PRF como material de

enxerto no seio maxilar, concluiram que embora a adi¢cdo de L-PRF aos substitutos
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0sseos possa ajudar a reduzir o tempo de reparo, seu uso como material adjunto
parece ndo melhorar realmente o aumento 6sseo em seios maxilares. No entanto, o
estudo afirma que as técnicas para obtencao da L-PRF foram diferentes nos estudos
incluidos, o que pode contribuir com um grande viés. Assim, uma conclusao definitiva,
com forte evidéncia, sobre os efeitos da L-PRF em procedimentos regenerativos no
seio maxilar ainda ndo pode ser feita, sendo necessario outros estudos a longo prazo
incluindo a mesma versdo da L-PRF. Resultados de outras revisdes sistematicas e
meta-analises sobre o efeito da L-PRF na neoformacdo 6ssea em seio maxilares
também permanecem inconclusivos®?°%. Pesquisas apontam limitagGes dos estudos
e heterogeneidade da metodologia das pesquisas, que influenciam diretamente no
poder estatistico das revisdes sistematicas. O nimero de membranas de L-PRF
utilizadas varia enormemente entre os estudos, assim como a quantidade de sangue
coletado, o tipo de centrifuga utilizada e a forca de centrifugacéo atribuida. Protocolos
mais padronizados ainda s&o necessarios para melhor comparar e padronizar os
resultados.

Portanto, o efeito da utilizacdo da L-PRF em procedimentos de elevacédo do
assoalho do seio maxilar permanece questionavel. Assim, dois estudos clinicos foram
delineados para avaliar a efetividade da L-PRF nestes procedimentos. O primeiro
refere-se a um estudo controlado randomizado com o intuito de avaliar a influéncia da
L-PRF na neoformacdo éssea quando associada ao OBD em procedimentos de
levantamento do seio maxilar, jA o segundo estudo refere-se a uma série de casos
clinicos em que membranas de L-PRF foram utilizadas para tratamento de grandes
perfuracbes de membranas de Schneider que ocorreram acidentalmente durante

procedimentos de levantamento de seio maxilar.
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2 PROPOSICAO

O proposito geral deste estudo foi avaliar a efetividade da fibrina rica em
plaguetas e leucdcitos (L-PRF) em procedimentos cirdrgicos de elevacéo do assoalho
do seio maxilar, avaliando a neoformacéo déssea e também o reparo tecidual da
membrana de Schneider.

Publicacdo 1- Associacao da fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) ao
0sso bovino desproteinizado em cirurgias de elevacdo do assoalho do seio maxilar:
Andlise histomorfométrica e imuno-histoquimica
Objetivo: Avaliar o potencial da L-PRF em aumentar a neoformacéo éssea quando
associada ao OBD para enxerto 6sseo no seio maxilar, além de avaliar a influéncia da
L-PRF nas respostas celulares envolvidas tanto na maturacdo do tecido ésseo
neoformado, quanto na atividade de diferenciagdo de células osteoblasticas e
endoteliais por meio da quantificacdo de fator de transcricdo relacionado a Runt-2
(RUNX-2), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), Osteopontina (OPN) e
Osteocalcina (OCN).

Publicacdo 2- The effectiveness of L-PRF in the treatment of Schneiderian
membrane large perforations: long-term follow-up of a case series
Objetivo: Avaliar a efetividade da L-PRF no reparo de grandes perfuracbes de
membranas sinusais durante o procedimento de levantamento do seio maxilar,
permitindo a continuidade do procedimento cirirgico e o preenchimento da cavidade
do seio maxilar com enxerto ésseo particulado, sem risco de complicacbes pos-

operatdrias.
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3 PUBLICACOES

Esta dissertacdo envolve dois artigos independentes, que foram delineados
para avaliar a utilizacdo da L-PRF em procedimentos de levantamento do assoalho

do seio maxilar.
3.1 Publicagéo 1*
Associacao da fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF) ao osso bovino

desproteinizado em cirurgias de elevacao do assoalho do seio maxilar: Andlise

histomorfométrica e imuno-histoquimica

* O artigo segue o estilo Vancouver, normas adaptadas pela FOAr.
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RESUMO

A elevacédo do assoalho do seio maxilar € uma das principais técnicas desenvolvidas
na implantodontia, permitindo a reabilitacdo oral implanto-suportada de casos
limitrofes em regido posterior de maxila. O enxerto 6sseo bovino desproteinizado
(OBD) tem sido bastante utilizado nos procedimentos de levantamento de seio maxilar
demonstrando resultados favoraveis e seguros para regeneracao 6ssea. Porém, este
biomaterial osteocondutor apresenta uma taxa de reabsorcdo bastante lenta. Com
intuito de diminuir o tempo de maturacédo 0ssea do enxerto e aumentar a neoformacao
0ssea, diferentes fatores de crescimento tém sido associados ao OBD. O propdsito
geral desse estudo foi avaliar a influéncia da fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-
PRF) na regeneragdo 6ssea quando associada ao OBD em procedimentos cirlrgicos
de elevacédo do assoalho do seio maxilar. Para isso, um estudo clinico randomizado
controlado foi realizado envolvendo 19 pacientes com edentulismo na regido posterior
de maxila. De forma aleatéria, o grupo teste envolveu 12 seios maxilares que foram
enxertados apenas com OBD, ja o grupo controle envolveu outros 12 seios maxilares
gue foram enxertados com OBD associado a L-PRF. Para padronizar as andlises, o
periodo de reparo para instalacdo de implantes dentarios em ambos os grupos foi de
8 meses. Todas cirurgias foram realizadas pelo mesmo operador. No momento do
preparo da loja cirurgica para instalagdo dos implantes, foi obtida uma biopsia com
utilizacdo de broca trefina. As bidpsias obtidas foram processadas para analise
histomorfométrica e imuno-histoquimica. Baseado nos resultados deste estudo, a
associacdo da L-PRF ao OBD promoveu maior neoformacdo 6ssea no seio maxilar,
sem apresentar diferencas estatisticas em relacdo a quantidade de tecido mole e
enxerto 0sseo residual. Na andlise imuno-histoquimica para as proteinas RUNX-2,
VEGF, OCN e OPN, foi possivel visualizar que o grupo teste apresentou maiores
valores de imunomarcacao para VEGF e OPN e valores inferiores para OCN em
relacdo ao grupo controle. Os valores para RUNX-2 foram similares entre os grupos.
Pode-se concluir, portanto, que a associacdo da L-PRF ao OBD potencializou a
atividade angiogénica da regido, aumentando e acelerando a neoformacao 6ssea em
um periodo de 8 meses de reparo, sendo uma alternativa viavel e benéfica para
utilizacao nos procedimentos de elevacao do assoalho do seio maxilar.

Palavras — chave: Seio maxilar. Implante dentario. Fibrina rica em plaquetas.
Materiais biocompativeis
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INTRODUGCAO

Os implantes dentarios desenvolvidos inicialmente por Branemark em 1969?
sdo amplamente utilizados na odontologia, eliminando a necessidade e o desconforto
do uso de proteses removiveis. No entanto, para a colocacdo de implantes, a
disponibilidade de tecido 6sseo na regido é de extrema importancia. Quando se trata
da regido posterior de maxila, a insuficiéncia 0ssea é frequentemente detectada
devido a pneumatizacdo do seio maxilar atrelada a reabsorcdo progressiva do 0Sso
alveolar?. Para intervir nestas regides, foi desenvolvida em 1986 por Tatum® uma
técnica para acesso a parede lateral do seio maxilar, possibilitando desta forma, a
elevacéo de seu assoalho e seu preenchimento com enxertos ou substitutos 6sseos?.

Entre os enxertos 6sseos utilizados para preenchimento da cavidade do seio
maxilar, o osso mineral bovino desproteinizado (OBD) tem sido frequentemente
utilizado como Unico material para enxerto na regido, mostrando resultados clinicos e
histol6gicos favoraveis, além de estabilidade do volume do enxerto, devido a
caracteristica de reabsorcdo bastante lenta deste biomaterial®>®. A utilizacdo de OBD
também elimina as desvantagens do uso de enxerto autdgeno, como morbidade pGés-
operatoria e limitacdo da quantidade de enxerto 6sseo’. No entanto, este enxerto de
origem bovina apresenta alto custo®, auséncia de propriedades osteoindutoras® e
longo periodo de reparo®. Na tentativa de acelerar a maturacdo do enxerto 6sseo e
potencializar a neoformacao 0ssea, fatores de crescimento vém sendo pesquisados
em associagédo ao OBD.

A fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) foi desenvolvida na Franga por
Choukroun e é obtida pela centrifugacdo do sangue colhido do paciente sem a adicao
de anticoagulantes, o que a torna um material totalmente autbgeno e de baixo custo'®.
A L-PRF se apresenta como uma membrana gelatinosa constituida de uma
concentracdo de fatores de crescimento e citocinas favoraveis a cicatrizagdo e
imunidade'. A L-PRF influencia diretamente nos fendmenos e complicacdes de
remodelacdo dos tecidos, melhorando os resultados e diminuindo os riscos de
problemas infecciosos e hemorragicos?> Contudo, apesar dos resultados favoraveis
encontrados, a literatura ainda apresenta resultados divergentes em relacdo a

influéncia da L-PRF no tecido dsseo!314,
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Em uma revisdo sistematica recente sobre o potencial regenerativo da L-
PRF'®, nenhuma meta-andlise pode ser realizada devido a heterogeneidade dos
desenhos dos estudos, porém foi concluido que existem evidéncias moderadas de
gue a L-PRF atue de forma benéfica na preservacao da crista 6ssea e na fase inicial
da osseointegracao. Em relacdo a utilizagdo da L-PRF em procedimentos de elevacdo
do seio maxilar, resultados discordantes'361” também s&do encontrados em virtude
da pequena quantidade de estudos clinicos randomizados existentes e das diferentes
metodologias aplicadas entre eles. Assim, este estudo clinico randomizado controlado
foi delineado para avaliar o potencial da L-PRF na regeneracao 0ssea quando usada
em combinacdo com o OBD na regido posterior de maxila apés procedimentos

cirdrgicos de elevacédo do assoalho do seio maxilar.
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MATERIAL E METODOS

Os participantes deste estudo foram recrutados no Curso de Especializacdo em
Implantodontia da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP. Foram
selecionados 19 pacientes que buscavam reabilitacdo bucal por meio de proteses
implanto-suportadas, porém necessitavam de procedimento prévio de enxerto 6sseo
no seio maxilar para instalacdo de implantes na regido posterior de maxila atrofica.
Estes pacientes parcialmente ou totalmente edéntulos tinham que apresentar altura
residual do rebordo alveolar inferior ou igual a 4 mm (confirmado por meio de
tomografia computadorizada de feixe conico — CBCT) e idade superior a 18 anos.
Foram excluidos pacientes com algum tipo de comprometimento de saude, pacientes
diabéticos descompensados, fumantes ou ex-fumantes, usuarios de alcool e/ou droga,
gestantes, portadores de desordens hematoldgicas, pacientes que estavam sob
tratamento de radioterapia na regido de cabeca e pescoco, usuarios de bifosfonatos
e pacientes que apresentavam patologias no seio maxilar. Um total de 24 seios
maxilares, referentes a 19 pacientes, foram divididos aleatoriamente em 2 grupos. No
grupo controle foi realizado enxerto apenas com OBD (Bio-Oss®, Geistlich Pharma
AG, Suica) e no grupo teste, foi realizada associacao da L-PRF ao OBD. Os pacientes
foram agrupados de forma aleatéria nos diferentes grupos experimentais por meio de
uma lista de randomizacdo gerada por computador. Os numeros foram selados em
envelopes opacos por uma pessoa nao envolvida no estudo. Este estudo clinico
controlado randomizado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP sob o nimero
CAAE 41357514.5.0000.5416. Todos os pacientes foram esclarecidos sobre objetivos
do estudo e concordaram espontaneamente em participar do mesmo mediante a

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Célculo Amostral

Para o calculo amostral foi utilizado o G*Power 3.1 (Faul et al. 2009'8). O
tamanho da amostra foi calculado baseado nos resultados prévios de porcentagem
de osso neoformado (Zhang et al. 2012%6). O desvio padrédo do resultado primario foi
estabelecido em 5,0% e a diferenca média entre o grupo controle e o teste foi

assumida em 5,5%. Usando o tamanho do efeito encontrado com um poder de 80% e
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um nivel alfa de 0,05, foi necessario um tamanho de amostra de 12 seios maxilares

por grupo (Nizam et al., 2018%7).

Técnica de obtencédo da L-PRF

Antes do inicio da cirurgia, foi realizada a coleta de sangue do paciente. Essa
coleta foi realizada por um profissional habilitado para este procedimento, utilizando o
sistema de coleta a vacuo - vacutainer (BD Vacutainer® Systems - Divisdo Brasil).
Foram coletados 4 tubos de vidro com capacidade de 10 mL. Na sequéncia, 0s tubos
foram centrifugados a 400G, seguindo o protocolo proposto inicialmente por Dohan
em 2006*!. Os coagulos de fibrina foram entdo obtidos e depositados em uma caixa
metalica especifica (Xpression, Intra-lock System, Sdo Paulo, Brazil) que permitiu a

eliminacao do exsudato para obtencdo das membranas de L-PRF.

Procedimento cirurgico para elevacao do assoalho do seio maxilar

ApoOs a antissepsia extra-bucal com digluconato de clorexidina a 2% e intra-
bucal com digluconato de clorexidina a 0,12%, foi realizada a anestesia da regido com
cloridrato de articaina com epinefrina 1:100.000 (DFL, Brasil). Uma incisao crestal
sobre a area edéntula do rebordo alveolar e duas incisGes verticais na regido
vestibular foram efetuadas. O retalho mucoperiostal foi descolado e a osteotomia para
acesso a parede lateral do seio maxilar foi realizada por meio de uma fresa esférica
sob irrigacdo com cloreto de sédio a 0,9%. A membrana do seio maxilar foi descolada
e elevada. Nao foram detectadas perfuracoes das membranas durante a execucao
dos procedimentos cirtrgicos. Os seios maxilares do grupo controle foram entdo
enxertados com OBD e os do grupo teste, com L-PRF associada ao OBD. Para cada
membrana de L-PRF picotada, 0,5 g de OBD foi utilizado. O tamanho das particulas
de OBD utilizado nos dois grupos foi de 0,25 - 1 mm (Bio-Oss®, Geistlich Pharma AG).
Em ambos os grupos, uma membrana de colageno reabsorvivel (Bio-Gide®, Geistlich
Pharma AG) foi posicionada na parede lateral da cavidade sinusal. As areas cirurgicas
foram entdo suturadas com fio de nylon 5-0 (Ethicon®, Jonhson & Jonhson, New
Brunswick, Nova Jersey, EUA) por meio de pontos interrompidos.

Todos os pacientes foram operados pelo mesmo profissional especialista. O
profissional soube qual material de enxerto iria utilizar somente no momento de

preenchimento da cavidade do seio maxilar com o enxerto 0sseo, quando um
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colaborador abria o envelope e informava qual tratamento aquele paciente iria
receber. Os pacientes receberam orientacdes poOs-operatérias e prescricdo de
medicacado sistémica constituida por antibiético (Amoxicilina 500 mg), anti-inflamatorio
(Nimesulida 100 mg), analgésico (Dipirona 500 mg) e medicacao topica constituida
por enxadgue com digluconato de clorexidina a 0,12%. A sutura foi removida apos 10
dias e a regido operada permaneceu sem influéncia de carga oclusal direta durante
toda a fase de regeneracdo 0ssea. O tempo de reparo para a instalacao dos implantes

dentarios foi de 8 meses para 0s dois grupos.

Instalacdo de implantes e obtencédo da bidpsia

Em uma segunda etapa cirdrgica, o leito foi reaberto para instalacdo de
implantes. Em ambos os grupos a reabertura foi realizada apds 8 meses. Os mesmos
procedimentos de assepsia e técnicas cirdrgicas realizadas na primeira etapa foram
repetidos para acesso a regido. O retalho mucoperiostal foi descolado e, antes do
inicio da fresagem para instalacdo dos implantes, uma biopsia foi obtida por meio de
broca trefina (3i Implant Innovations, Florida, EUA) de 2,0 mm de diametro interno e
3,0 mm externo. A broca foi posicionada no mesmo eixo de perfuragéo e insergcéo dos
implantes e o osso colhido foi removido cautelosamente do interior da trefina. Apds a
perfuragdo Unica, implantes foram inseridos nos leitos preparados (TitamaxTi EX
ACQUA, Neodent, Curitiba, Brazil).

Processamento da bidpsia

As bidpsias obtidas foram imediatamente fixadas em solugdo de paraformol
10% e, entdo, processadas (de Molon et al. 2015%°). Foram obtidos cortes seriados
com 4 um de espessura ao longo de toda extensao do bloco para analise histologica.
As laminas que foram destinadas a analise histomorfométrica, foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE, Merck & Co. Inc., Nova Jersey, EUA), ja as destinadas a
analise imuno-histoquimica foram laminas com superficie de vidro apropriada (Fisher
Superfrost plus; Thermo Fisher Scientific - Waltham MA, EUA) e os anticorpos
primarios utilizados foram contra fator de transcricédo relacionado a Runt-2 (RUNX-2),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), osteocalcina (OCN) e osteopontina
(OPN) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA).
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Anélise histomorfométrica

As imagens das laminas coradas com HE foram capturadas e digitalizadas com
utilizacdo de um microscoépio Optico de luz (Diastar - Leica eichert & Jung products,
Alemanha), com camara fotografica digital (DFC-300-FX, Leica Microsystems,
Alemanha) acoplada a este microscépio e conectada a um microcomputador com um
software analisador de imagens digitalizadas. A regido de interesse (ROI) de 5,3 mm?
foi determinada logo apds o término do 0sso remanescente do paciente e inicio de
0sso neoformado para que ndo houvesse viés entre os pacientes. As analises foram
realizadas por um examinador experiente cego utilizando o software Image J 1,45
(Wayne Rasband National Institutes of Health, EUA). Os seguintes parametros foram
avaliados: porcentagem de tecido 6sseo neoformado, porcentagem de tecido mole e

porcentagem de enxerto residual.

Andélise imuno-histoquimica

Anticorpos policlonais primarios de cabra criados contra RUNX2, VEGF, OCN
e OPN (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) foram utilizados nos ensaios
imuno-histoquimicos. Como anticorpo secundario, foi utilizado o biotinilado anti-cabra
produzido em coelhos (Pierce Biotechnology, Waltham, Massachusetts, EUA), o
amplificador foi a Avidina e Biotina (Vector Laboratories, Burlingame, Califérnia, EUA)
e a diaminobenzidina (Dakocytomation, Carpinteria, Califérnia, EUA). As laminas
foram analisadas no mesmo microscopio utilizado para analise histomorfométrica e
imagens foram capturadas na mesma regido de interesse (ROI) em aumento de 20x.
A andlise dos dados foi realizada por uma abordagem semiquantitativa por um
avaliador cego calibrado atribuindo escores de 1 a 4 indicando respectivamente
auséncia de marcagdo ou marcacao discreta, marcacao leve, marcacdo moderada e
marcacao intensa. A atribuicdo de escores de intensidade da imunocoloracéo estao

de acordo com estudos publicados anteriormente?0-22,

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism (versao
6.0, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados foram descritos por meio
de medidas de tendéncia central (média e mediana) e de dispersédo (desvio padréo e

intervalo de confianca de 95%). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a
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normalidade da distribuicdo dos dados. O seio maxilar foi considerado a unidade
amostral. Diferencas significativas entre os grupos nos dados histologicos foram
avaliadas pelo teste t ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas

em P < 0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas dos participantes

A amostra do estudo foi composta por 19 pacientes, com um total de 24 seios
maxilares, sendo que 5 pacientes receberam tratamento de boca dividida. Entre os
pacientes, 11 eram mulheres e 8 eram homens, com idade média de 54 anos (faixa
26-69) (Tabela 1). Nao foram observadas complicacdes durante ou apds 0s
procedimentos cirargicos. Nao foram detectadas perfuracbes nas membranas
sinusais e nenhum participante foi perdido durante a pesquisa. Foi aguardado o
periodo de 8 meses apds a realizacdo de enxerto 6sseo no seio maxilar para a
instalacdo de 36 implantes, 19 no grupo teste e 17 no grupo controle. Durante o
periodo de reparacdo, os participantes ndo usaram nenhuma protese removivel
proviséria. Nenhum implante foi perdido durante o acompanhamento dos pacientes

até o momento.

Anélise histomorfométrica

Em relacao a histologia, ndo houve diferenga do ponto de vista qualitativo. Em
todas as bidpsias 0 0sso neoformado estava em contato direto com o material de
enxerto residual. Porém, a histomorfometria indicou diferenga significativa na
porcentagem Ossea recém-formada nos dois grupos (teste; 46,56 + 12,28% e controle;
34,52 +7,81%) (P = 0,0097). A porcentagem de enxerto 6sseo residual (teste; 7,01 £
8,49% e controle; 9,95 * 6,66%), bem como a porcentagem de tecido mole (teste;
17,76 + 12,03% e controle; 23,10 = 11,48%) foram semelhantes entre os grupos (P>
0,05).

Analise imuno-histoquimica
Os escores da analise imuno-histoquimica apresentaram maiores valores de
OPN e VEGF no grupo teste. O grupo controle apresentou maiores valores de OCN

gue o grupo teste e os valores de RUNX-2 encontrados nos grupos foram similares.
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DISCUSSAO

As analises deste estudo clinico controlado randomizado evidenciaram que a
associacao de L-PRF ao OBD proporcionou maior neoformacao 6éssea no seio maxilar
e maior expressao de VEGF que caracteriza uma maior angiogénese na regiao.

A andlise histomorfométrica do grupo controle indicou porcentagem de 0sso
neoformado de 34,52 + 7,81%, enquanto do grupo teste, porcentagem de 46,56 *
12,28%. Os valores mostram significante neoformacéo 6ssea no seio maxilar quando
a L-PRF é associada ao OBD. Isso se deve provavelmente a liberacédo localizada e
continua de fatores de crescimento e citocinas que favorecem o processo de reparo
tecidual®®. Esta propriedade s6 é possivel devido a polimerizacédo natural e lenta da
rede de fibrina durante a centrifugacédo, o que permite uma alta porcentagem de
ligagbes equilaterais, que promovem o estabelecimento de uma estrutura
tridimensional flexivel, com multiplas fibras, tornando-a capaz de transplantar e
suportar a ativagéo e migracao de citocinas?*2° de forma mais lenta e por mais tempo,
aumentando a vida util destas citocinas quando comparada a liberacdo destas por
outros agregados plaquetarios?2426, O resultado de maior neoformacdo oéssea
quando a L-PRF é utilizada est4d em acordo com o estudo de Tatullo et al.?’, em que
foi realizado um acompanhamento clinico e histolégico de 60 pacientes que
necessitavam de elevacdo do assoalho do seio maxilar prévio a instalacdo de
implantes. O grupo experimental recebeu L-PRF associada ao enxerto 6sseo de
origem bovina, enquanto o grupo controle recebeu apenas enxerto 6ésseo. Foram
feitas andlises histomorfométricas e histolégicas com 106, 120 e 150 dias apés a
cirurgia. A investigacdo revelou que o uso de L-PRF promoveu neoformacao 6ssea
mais intensa mesmo apo6s 106 dias, assim como uma notavel neoangiogénese,
atuando como um bom suporte tréfico ao tecido 6sseo recém-formado. Da mesma
maneira, Nizam et al.1” em um estudo clinico randomizado de boca dividida, avaliaram
o0 comportamento da L-PRF associada ao OBD no levantamento do seio maxilar
comparada ao uso isolado de OBD. Apds 6 meses de reparo, foi obtida uma bidpsia
de cada seio maxilar previamente a instalacdo dos implantes para analise histologica
e histomorfométrica. Contudo, neste estudo apesar do uso da L-PRF ter
proporcionado maior neoformacdo Ossea (21,38 + 8,78), esta diferenca néo foi

significativa em relagédo a neoformacéo 6ssea do grupo controle (21,25 + 5,59). Zhang
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et al.1® também compararam a associacdo de L-PRF e OBD com o uso isolado de
OBD em procedimentos de enxertos 0sseos no seio maxilar. A andlise histoldgica
apos 6 meses indicou morfologia celular semelhante entre os dois grupos e a analise
histomoformétrica apresentou neoformacao éssea no grupo em que o PRF foi utilizado
cerca de 1,4 vezes maior do que a do grupo controle (18,35% * 5,62% vs. 12,95% *
5,33%), no entanto esta diferenca também n&o foi considerada significante
estatisticamente. Um estudo realizado anteriormente por nosso grupo de pesquisa'®
também avaliou a influéncia da L-PRF em procedimentos de levantamento do seio
maxilar. Foi realizado um estudo clinico randomizado de boca-dividida envolvendo 12
pacientes. No grupo controle encontravam-se 0s seios maxilares enxertados apenas
com OBD e no grupo teste foi realizada associacao entre OBD e L-PRF. Biépsias do
grupo controle foram obtidas apds 8 meses da enxertia, enquanto no grupo teste as
bidpsias foram obtidas ap6s 4 meses, com instalacdo precoce dos implantes
dentarios?®. A andlise histomorfométrica mostrou que a associacéo de L-PRF ao OBD
proporcionou uma neoformacéo éssea significativamente maior, mesmo com metade
do tempo de reparo do grupo controle. Estas diferencas entre os estudos podem ser
explicadas pelos diferentes protocolos de obtencéo da L-PRF, assim como diferentes
quantidades de membranas de L-PRF utilizadas e diferentes periodos de reparo
0sseo, 0 que reforca a necessidade de mais estudos padronizados com descricdo
detalhada dos protocolos de obtencdo da L-PRF e da quantidade de material de
enxerto utilizada. Ainda sobre os resultados histomorfométricos obtidos nesta
pesquisa, maiores porcentagens de enxerto 6sseo residual foram encontradas no
grupo controle (9,95 + 6,66%) do que no grupo teste (7,01 + 8,49%), porém esta
diferenca néo foi significante, assim como a diferenc¢a entre as porcentagens de tecido
mole (controle 23,10 + 11,48%; teste 17,76 = 12,03%). O mesmo resultado foi
encontrado por Nizam et al.'®> quando comparou a porcentagem de enxerto 6sseo
residual e tecido fibroso entre o grupo teste (L-PRF + OBD) e controle (OBD), também
nao existindo diferenca estatistica entre eles.

A reacao imuno-histoquimica utilizando proteinas relacionadas ao metabolismo
0sseo (RUNX-2, VEGF, OCN, OPN) €& de extrema importancia em pesquisas que
avaliam o efeito da L-PRF no tecido 0sseo. Desta forma, a analise deste estudo
fornece dados em humanos que séo inéditos na literatura, indicando que a associagéo

da L-PRF ao OBD contribui com a neoformacdo Ossea, apresentando grande
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quantidade de VEGF, que é de extrema importancia na conducao do tecido ésseo
neoformado. Além disso, a associacdo de L-PRF também sugere aceleracdo da
neoformacédo 0ssea da regido, uma vez que no grupo teste foi observada uma maior
marcacdo para OPN e menor marcacdo para OCN que no grupo controle. Essa
relacdo OPN/OCN poderia caracterizar uma situacdo de remodelacdo 6ssea que ja
estaria ocorrendo no grupo teste em virtude do longo periodo de reparo e da auséncia
de carregamento protético dos implantes!3. A reacdo com RUNX-2 apresentou valores
similares nos grupos controle e teste, indicando que ambas as técnicas promovem
ampla diferenciacdo osteoblastica e contribuem para deposicdo de tecido
neoformado. Em um estudo em animais?!, defeitos 6sseos de 5 mm foram criados na
calvaria de camundongos. Estes defeitos foram preenchidos por 5 biomateriais
diferentes, sendo eles: osso autégeno, 0sso mineral bovino desproteinizado (OBD),
L-PRF, L-PRF associado ao OBD e apenas coagulo sanguineo. Apés 4 e 8 semanas,
foram realizadas andlises imuno-histoquimicas de VEGF, OCN e RUNX2, que
indicaram aspecto favoravel para neoformacdo éssea no grupo L-PRF + OBD,
também com expressédo de valores altos de VEGF. Em outro estudo?® também em
animais, 2 defeitos de 10 mm foram criados em calvaria de coelhos. Cada defeito
(direito e esquerdo) foi preenchido por um biomaterial diferente. Os animais foram
divididos em 4 grupos, sendo grupo |: defeito direito preenchido apenas com coagulo
sanguineo e o esquerdo com L-PRF; grupo IlI: defeito direito preenchido com 0sso
autdgeno particulado e defeito esquerdo preenchido com enxerto autégeno + L-PRF;
grupo llI: defeito direito preenchido apenas com OBD e o esquerdo com L-PRF+OBD;
grupo IV: defeito direito preenchido com B-TCP (seringa R.T.R., Septodont, EUA) e 0
esquerdo com L-PRF + B -TCP. Bidpsias foram obtidas ap6s 8 semanas e a andlise
imuno-histoquimica foi realizada utilizando osteonectina e osteopontia. As marcacdes
para osteonectina mostraram um impulso crucial em todos os defeitos que utilizaram
L-PRF na comparacéo intra-grupo; no entanto, apenas o grupo |l foi estatisticamente
significativo. A avaliacdo de osteopontina mostrou também expressédo positiva nos
defeitos que utilizaram L-PRF na comparacéo intra-grupo. Na comparacao entre os
grupos em relacéo aos biomateriais de preenchimento que nao foram associados a L-
PRF, o grupo autégeno foi dominante. J4 na comparacao entre os que utilizaram L-
PRF, o enxerto autébgeno combinado com PRF novamente exibiu os melhores

resultados, sendo estatisticamente mais favoravel em comparacéo ao uso isolado da
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L-PRF. Contudo, estes sao resultados de estudos em animais com 8 semanas de
reparo 0sseo. Outras analises imuno-histoquimicas de estudos em humanos, com
maior tempo de reparo devem ser realizadas.

Liu et al.1* em uma meta-andlise sobre os efeitos da L-PRF como material de
enxerto no seio maxilar, concluiram que embora a adi¢cdo de L-PRF aos substitutos
0sseos possa ajudar a reduzir o tempo de reparo, seu uso como material adjunto
parece ndo melhorar a neoformacao 60ssea em seios maxilares. No entanto, o estudo
afirma que as técnicas para obtencao da L-PRF foram diferentes entre os estudos, o
que pode ter contribuido com um grande viés. A mesma dificuldade em encontrar
estudos padronizados e homogéneos envolvendo a L-PRF foi encontrada por Strauss
et al.°, que ao avaliarem criteriosamente estudos clinicos randomizados e controlados
gue tivessem utilizado L-PRF sozinha ou associada a outro material de enxerto, ndo
encontraram efeito para a associacdo entre L-PRF ao OBD para enxerto 6sseo no
seio maxilar. No entanto, este achado pode ser explicado pela pequena quantidade
de artigos analisados (apenas 2).

Castro et al.®® em outra revisdo sistematica, apresentaram resultados
favoraveis para a associacdo de membranas de L-PRF em defeitos infra-0sseos,
defeitos de furca e cirurgias plasticas periodontais. Contudo, os autores alertam que
além do L-PRF possuir muitas aplicacdes, ainda nao existe um protocolo cirdrgico
padrao claro. Isso se deve a grande heterogeneidade entre os estudos. O numero de
membranas de L-PRF utilizadas varia enormemente, assim como a quantidade de
sangue coletado, tubo utilizado, tipo de centrifuga e a for¢a de centrifugacao atribuida.
Protocolos mais padronizados incluindo a mesma versdo de PRF ainda s&o
necessarios para melhor comparar os resultados.

Contudo, apesar de ainda n&o existir um consenso na literatura sobre o efeito
da L-PRF na regeneracéo 0ssea, 0s aspectos favoraveis da utilizacdo da L-PRF em
procedimentos odontolégicos sao indiscutiveis. A L-PRF apresenta-se como um
biomaterial extremamente favoravel ao paciente, sendo um derivado plaquetario
totalmente autégeno, que dispensa o uso de anticoagulantes e trombina bovina?,
capaz de incorporar a sua estrutura todos os componentes sanguineos favoraveis a
resposta imune e inflamatéria®?. Além disso, a técnica para obtencdo da L-PRF é
extremamente simplest!, sem oferecer danos ao paciente e ainda possui baixo custo.

Neste estudo ainda, a associa¢do da L-PRF ao OBD mostrou-se 6tima alternativa para
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preenchimento da cavidade do seio maxilar, potencializando neoformacédo 6ssea e
expressao de VEGF.

Este estudo clinico randomizado possui algumas limitagdes como a nao
utilizacdo do modelo de boca dividida e o curto periodo de acompanhamento dos
pacientes. Novos estudos a longo prazo devem ser realizados criteriosamente com
descricdo da forca de centrifugacéo e qual derivado plaquetério esta sendo utilizado
(L-PRF, A-PRF®, S-PRF® ou i-PRF?*%) para que meta-andlises possam ser
realizadas comparando o mesmo tipo de coagulo sanguineo, de forma que os
beneficios da associacdo da L-PRF e a estabilidade do enxerto ésseo no seio maxilar
possam ser definidos.
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CONCLUSAO

A utilizacédo da L-PRF mostrou-se uma técnica extremamente viavel, sendo um
derivado plaquetéario autdgeno, seguro, com baixo custo, que quando associado ao
OBD para elevagdo do seio maxilar promoveu maior neoformagédo 0ssea e maior

expresséo de VEGF na regido.
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TABELAS

Tabela 1 - Dados demogréficos dos participantes e dos seios maxilares incluidos no
estudo.
Fonte: Elaborada pelo autor

. Idade . Seio Maxilar ; :
Paciente Género Teste/Controle Numero de implantes
(anos) (direito ou esquerdo)
1 59 F C E 1
2 59 M TeC T-E/C-D T-2/C-2
3 26 M T D 2
4 63 M C D 1
5 58 M C D 1
6 58 F C E 2
7 43 F T E 2
8 43 F TeC T-D/C-E T-1/C-1
9 44 M C E 2
10 62 M TeC T-E/C-D T-1/C-1
11 62 F TeC T-E/C-D T-2/C-2
12 60 F T D 1
13 41 F C E 1
14 60 F T D 1
15 69 M TeC T-D/C-E T-1/C-2
16 61 F T D 2
17 58 M C D 1
18 65 F T D 2
19 41 F T D 2

Tabela 2 - Porcentagens de 0sso neoformado, tecido mole e enxerto 6sseo residual
nos grupos teste e controle.
Fonte: Elaborada pelo autor

Analise Histomorfométrica

Controle Teste
Osso neoformado (%) 34.52 +7.81 (34.61)* 46.56 + 12.28 (45.23)*
Enxerto 6sseo residual (%) 9.95 £ 6.66 (9.23) 7.01 £8.49 (3.81)
Tecido mole (%) 23.10 £ 11.48 (22.25) 17.76 + 12.03 (19.07)

**Diferenca significante entre os grupos teste e controle (teste T pareado, P <0.05)



FIGURAS

Figura 01 - Fluxograma das atividades desenvolvidas.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 02 - Imagens histolégicas obtidas de bi6psias das areas enxertadas. A) Imagem
histologica do grupo controle em aumento de 2,5x B) Imagem histolégica do grupo
controle em aumento de 10x. C) Imagem histologica do grupo teste em aumento de
2,5x B) Imagem histoldgica do grupo teste em aumento de 10x. ER: Enxerto 6sseo
residual; TM: Tecido mole; ON: Osso neoformado.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 03 - Imagens representativas das imunomarcacdes observadas para proteinas
avaliadas no grupo controle (A, C, E, G) e teste (B, D, F, H). As imagens mostram a
area de osso neoformado junto ao biomaterial e as setas vermelhas representam as
marcacgoes positivas. Em A e B, observa-se a imunomarcagéo positiva para RUNX-2,
mostrando células com marcacdo positiva para este fator de transcricdo. Em C
observa-se a imunomarcacdo para VEGF presente em células da linhagem
osteoblastica, na proximidade dos remanescentes do biomaterial. Em D, observa-se
marcacao positiva para VEGF nas células da linhagem osteoblastica. A osteocalcina
pode ser observada na forma de precipitacdes na matriz mineralizada, observado em
E e também em células da linhagem osteoblastica, observada em F. A osteopontina
apresenta-se marcada também sobre a matriz mineralizada, tanto em G como em H.
Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 04 - Gréaficos dos escores atribuidos as marcagcfes de RUNX2, VEGF, OPN,
OCN em cada grupo. 1 = Marcagdo ausente; 2 = Marcagao leve/discreta, 3 =
Marcacdo moderada; 4 = Marcacao intensa.

Fonte: Elaborada pelo autor
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The effectiveness of L-PRF in the treatment of Schneiderian membrane large
perforations: long-term follow-up of a case series

* O artigo segue o estilo Vancouver, normas adaptadas pela FOAr.
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ABSTRACT

The maxillary sinus lifting is routinely used in implant dentistry to ensure the installation
of dental implants in atrophic maxilla. However, one of the major difficulties with this
technique is the manipulation of the thin Schneiderian membrane. The perforation of
this membrane during sinus lifting is of concern, because it is not always possible to
restore it. Small perforations can be solved with suture or interposition of collagen
membranes. However, large perforations are still difficult to repair, and interruption of
the surgical procedure is generally necessary because of the risk of sinusitis and
postoperative infections. Thus, the aim of this case series is to evaluate the
effectiveness of platelet rich fibrin (L-PRF) in the treatment of Schneiderian membrane
large perforations during maxillary sinus lifting. A total of 9 patients received the
proposed treatment. Due to interposition of L-PRF membranes over the large
membrane perforation, heterogeneous graft could be performed in the same surgical
procedure. After 8 months of healing, 13 implants were placed in the augmented
sinuses, achieving satisfactory primary stability. The membrane repair and the success
rate of dental implants were assessed after 3-5 years of follow-up by clinical and
radiographic analysis. The long-term follow up of the patients showed osseointegration
of all implants and absence of signs of infection and presence of mucus in the region.
It can be concluded that the use of L-PRF is an extremely viable alternative for large
Schneiderian membrane perforations repair, eliminating the need of a second surgical
intervention for sinus lifting.

Key Words: Maxillary sinus. Bone substitutes. Cone beam computed tomography.
Maxillary sinus floor augmentation. Platelet-rich fibrin
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INTRODUCTION

The paranasal sinuses are cavities found near the nasal fossa and
communicated with it through canals and ostium. Maxillary, frontal, ethmoidal and
sphenoid sinus constitute the paranasal sinuses!?. The maxillary sinus is the largest
cavity of them'2 and its shape is subject to variations among individuals and also within
a person's life-time!3. The maxillary sinus is covered by a respiratory mucosa, a
mucoperiosteal membrane called Schneiderian membrane®. This membrane is thin
and has a thickness ranging from 0.3 to 0.8 mm?®. The epithelial layer, constituted by a
ciliated columnar pseudostratified epithelium, is responsible for providing to the
maxillary sinus numerous goblet cells that produce mucus®. This mucus, besides
containing lysozyme (antibacterial), retains bacteria and debris that will later be
transported by the cellular cilia towards the ostium?, ensuring the maxillary sinus
drainage. The physiology between the maxillary sinus and the nasal cavity should be
maintained to ensure maxillary sinus health. Any factor that impairs ostium mucus
production, ciliary function or patency may increase the risk of sinusitis.

Due to the proximity of the maxillary sinus to the maxillary alveolar process,
satisfactory amount of bone tissue is not always found for dental implants placement”2,
To make implant-supported oral rehabilitation possible in this region, the lateral window
technigue was developed in 1986 by Tatum® to access the maxillary sinus cavity and
elevate its floor. Due to the high osteogenic potential of the Schneiderian membrane!®
13 and the concept of guided bone regeneration, which considers the maxillary sinus
cavity a favorable defect for bone formation, the lateral window technique can be
performed without the association of bone grafts'3. However, some authors state that
when no biomaterial is used to elevate the maxillary sinus floor, bone gain is limited
and the implant apex is surrounded by non-osseointegrated connective tissue'#16, For
this reason, when large bone formation is desired, the maxillary sinus cavity is
traditionally filled with particulate bone grafts and the osteotomy window performed to
access the maxillary sinus is protected by the interposition of a collagen membrane?3.

Despite being handled with caution, perforation of the Schneiderian membrane
is the most common complication during the maxillary sinus floor elevation procedure.
Large perforations (> 1.5 cm) are the biggest challenge for repair'’ and may occur for

several reasons, such as operator error, thin-membrane manipulation, presence of
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bone septum'’-29, presence of pathologies and act secondary to previous surgery*’.
Studies have shown that membrane perforation can be solved with resorbable collagen
membranes without interfering with bone formation or implant success?%-?2. However,
this technique is only successful in perforations up to 1 cm?3, and the use of collagen
membranes in large perforations is risky. The most indicated in these cases is the
interruption of the procedure to avoid contamination in the maxillary sinus?*, as it is
extremely important that the integrity of the Schneiderian membrane is maintained to
allow particulate bone graft confinement and to reduce the risk of infection!’. However,
leukocyte and platelet-rich fibrin (L-PRF) membranes have been shown to be an
alternative in the treatment of large perforation of maxillary sinus membranes, avoiding
the interruption of the procedure and the need of a second intervention for maxillary
sinus augmentation, after repair of the Schneiderian membrane?°,

L-PRF was developed by Choukroun in 20012° and it is obtained by centrifuging
patient blood samples taken from vacuteiner tubes without the addition of
anticoagulants. For this reason, it is a fully autogenous material capable of releasing
cytokines and growth factors favorable to the patient's healing and immune response?®.
During L-PRF centrifugation, fibrin network polymerization occurs naturally and slowly,
ensuring the establishment of equilibrium bonds, which promote a flexible structure
capable of transplanting and supporting cytokine activation and migration?’28, Thus,
besides presenting all blood components favorable to healing and immunity, L-PRF is
also an excellent means for transporting mesenchymal cells. According to Pjetursson
& Lang?®, the greatest success of L-PRF occurs when it is used for the treatment of
Schneiderian membrane perforations during maxillary sinus augmentation procedures.
Therefore, this serial case series aimed to perform a long term longitudinal evaluation
of 9 patients who suffered accidental large Schneiderian membrane perforations
during the maxillary sinus augmentation procedure that were solved by interposition of
L-PRF membranes. The membrane repair was radiologically evaluated and the

success rate of dental implants was assessed.
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MATERIAL AND METHODS

From January 2014 — 2017, 9 healthy patients (5 male and 4 female, mean age
53,22 + 12,15 years), of the Implantology Clinic at the Araraquara School of Dentistry
(UNESP) suffered large perforations (> 1 cm) in the Schneiderian membrane during
the maxillary sinus augmentation procedure. In these patients, the perforation was
treated by the interposition of L-PRF membranes and the maxillary sinus cavity was
filled with deproteinized mineral bovine bone graft. The patients remained under follow-
up and a cone-beam computed tomography (CBCT) was performed after 3-5 years to

verify membrane integrity and bone graft confinement in the maxillary sinus.

Surgical technique

At first, a clinical and radiographic examination of the patients was performed to
confirm the insufficient bone volume for implant placement. The augmentation of the
sinus floor was performed under local anesthesia. A linear palatinized incision was
made over the bony crest, followed by another vertical incision. A mucoperiosteal flap
was retracted to access the lateral wall of the maxillary sinus. The osteotomy was
performed with ball milling cutter until the Schneiderian membrane could be visualized
by transparency. After that, membrane detachment was performed with specific
curettes (Neodent®, Curitiba, Parana, Brazil) and, at this moment, a large disruption
of membrane integrity was detected in all patients, making conventional treatment
through interposition of collagen membranes impossible. Membrane perforation was
isolated in all cases and the interposition of L-PRF membranes was planned due to
the perforation dimensions. For L-PRF preparation, six 10 mL glass tubes (without
anticlotting agent) of peripheral blood were collected from each patient. The samples
were immediately centrifuged at 400G2® (centrifugue Intra-Spin® - Intra-Lock
International, Boca-Raton, FL, EUA; Made in Germany). Afterwards, the tubes were
removed from the centrifuge, allowing the visualization of 3 layers. Through a cut, the
L-PRF clot was separated from the red corpuscle layer maintaining the Buffy Coat
region3. Each fibrin clot was placed in a metal box (Xpression, Intra-lock System, Sao
Paulo, Brazil). The fluids present in the fibrin clots were squeezed out to obtain L-PRF
membranes. The obtained membranes were interposed on the perforated

Schneiderian membrane, one over the other, until the rupture of the maxillary sinus
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membrane could not be visualized. After repair of the sinus membrane perforation, the
mauxillary sinus cavities were filled with deproteinized bovine mineral bone (Bio-0Ss® —
Geistlich, Root Langenbold, Switzerland) and a collagen membrane was positioned to
cover the lateral access window. Primary closure was achieved in all cases with 5-0
Nylon sutures (Ethicon®, Jonhson & Jonhson, New Brunswick, Nova Jersey, EUA).
The patients were instructed to perform gentle mouth rinses with 0.12% chlorhexidine
gluconate twice daily for 15 days. The postoperative prescription included antibiotics
(Amoxicillin, 500 mg, 8/8 hours for 7 days), nonsteroidal anti-inflammatory (Nimesulide,
100 mg, 12/12 hours for 3 days), and analgesics (Dipyrone, 500 mg, 6/6 hours for 3
days). The sutures were removed 10 days after the surgery.

Implant placement

After 8 months of healing, a CBCTwas requested for each patient to assess the
volume of bone graft as well as to identify any possible existing sinus pathology.
Adequate bone volume for dental implant placement was obtained in all patients. After
6 months of implant installation, the patients were referred for prosthetic rehabilitation.
Long-term radiological and clinical assessment

After 3-5 years of the surgical augmentation procedure, the patients were
evaluated and the success of the implants were recorded. A CBTC was performed to
evaluate the repair of the Schneiderian membrane and the relation between the bone

and the implants.
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RESULTS

The augmentation procedure was successful in all patients and their
postoperative recovery was uneventful. A total of 13 implants were placed in the
augmented maxillary sinuses with perforated Schneiderian membranes. The primary
stability of implants was measured through implant insertion torque (N.cm). The mean
value of the implants primary stability was 30 N.cm. No implants were lost after 3-5
follow-up period. The radiographs showed correct osseointegration of all implants and
effective repair of the Schneiderian membrane perforations. Bone graft confinement
was observed in all maxillary augmented sinuses, as well as absence of signs of

infection and presence of mucus.
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DISCUSSION

Schneiderian membrane perforation is the most common complication during
the maxillary sinus augmentation procedure, which has a rate of 7-58% during
surgery®%3L, Small perforations can be easily solved with resorbable collagen
membranes without interfering with bone formation or implant success?%-?2, However,
in cases of large perforations, the surgical procedure should be aborted?*.

Maintaining the integrity of the sinus membrane is important to confine the graft
material, preventing its extravasation. Unrepaired or improperly repaired Schneiderian
membrane perforation may result in bacterial penetration, mucus invasion into the
bone graft and even ostium obstruction due to graft leakage to the perforation site,
compromising physiological drainage of the maxillary sinus'’-32,

In this context, L-PRF concentrate has been proposed for the repair of large
sinus membrane perforations, due to its autogenicity, affordable cost, easy
manipulation and release of cytokines and growth factors that favor healing and
angiogenesis?’:3334, In addition, L-PRF membranes have natural adhesive
properties®®-37, which guarantee good adhesion of this material to the sinus
membrane3® and also, bone graft stabilization capacity, due to the resistance offered
by the three-dimensional fibrin network. In the present study, the use of L-PRF
membranes for Scheiderian membrane perforation repair avoids the interruption of the
surgical procedure and eliminates the need for a new surgical approach after biological
membrane repair®®. None of the patients developed post-operative complications,
including wound dehiscence, sinus infection and exposure or loss of the graft. Thus,
the proposed treatment was effective and allowed for the placement of dental implants
after 8 months.

A similar result was reported by Elif Oncu® in 2017. These authors compared
bone formation and angiogenesis of 10 maxillary sinuses that had the perforated sinus
membrane repaired through L-PRF membranes and 10 non-perforated maxillary
sinuses. Both received the same graft material. No statistical difference was found
between the groups for the histological and radiographic parameters evaluated. Both
groups had similar bone gain, increased area of possible vasculogenesis and dental
implant survival. For this reason, the use of L-PRF membranes was considered e a

viable alternative for repairing maxillary sinus membrane perforations.
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Aricioglu et al.?*compared the effectiveness of resorbable collagen membranes
and L-PRF membranes for resolution of rat sinus membrane perforations. Both
treatments were effective and no significant difference in the number of lymphocytes,
fibroblasts, veins and collagen fibers was observed between the groups. However, in
this study, the authors standardized maxillary sinus membrane perforations up to 1 cm.
According to Hernandez-Alfaro et al.?%, collagen membranes only have success in the
treatment of Schneidrian membrane perforations up to 1 cm.

In fact, the literature still lacks longitudinal studies evaluating the success of
treatment of large Schneiderian membrane perforations. Thus, this serial case, despite
the small sample size and limited analysis, contributes to the literature. The use of L-
PRF membranes for repairing large Schneiderian membrane perforation combined
with the graft material insertion within the sinus cavity in the same surgical procedure
was effective for maxillary sinus augmentation, allowing implant placement after eight

months of healing.
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CONCLUSION

The findings of this case series demonstrate that L-PRF membranes are an
effective alternative for the repair of large Schneiderian membrane perforations,
eliminating the need of a second surgical intervention for maxillary sinus augmentation
after the biological repair of the sinus membrane. The long-term follow-up of the 9
treated patients showed osseointegration of all implants and absence of signs of

infection and presence of mucus in the maxillary sinuses.
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TABLES

Table 1 - Demographic data and primary stability of the implants.
Source: Prepared by the author

Patient Age Gender Perforation side Primary Stability (N.cm)
1 63 M L 20 N.cm
2 35 F L 45 N.cm
3 55 F R 32 N.cm
4 68 M L 20 N.cm
5 71 F R 30 N.cm
6 45 M L 20 N.cm
7 51 M L 45 N.cm
8 49 F R 20 N.cm

9 42 M R 45 N.cm
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FIGURES

Figure 1 - Initial panoramic radiograph indicating the need to maxillary sinus floor
augmentation for subsequent implant placement in the region.
Source: Prepared by the author

Figure 2 - Large perforation of the Schneiderian membrane detected during the
augmentation procedure of the right maxillary sinus.
Source: Prepared by the author
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Figure 3 - L-PRF membranes obtained by centrifuging the patient's peripheral blood.
Source: Prepared by the author

Figure 4 - Interposition of L-PRF membranes on a large perforation of the Schneiderian
membrane.
Source: Prepared by the author




60

Figure 5 - Cone beam computed tomography 8 months after the surgical procedure
in the right maxillary sinus.
Source: Prepared by the author
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Figure 6 - Clinical view of the posterior maxilla region submitted to sinus floor
augmentation with osseointegrated implants ready for prosthetic restoration.
Source: Prepared by the author
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Figure 07 - Clinical view of the posterior maxilla region submitted to sinus floor
augmentation after 5 years of follow-up.
Source: Prepared by the author

Figure 08 - Coronal section of the cone beam computed tomography exam, 5 years
after the surgical procedure in the right side.
Source: Prepared by the author
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4 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que a utilizacdo da L-PRF
em procedimentos de levantamento do assoalho do seio maxilar € benéfica e versétil.
A associagédo da L-PRF ao osso mineral bovino desproteinizado para enxerto no seio
maxilar resultou em maior expressdo de VEGF, caracterizando uma maior
angiogénese, e maior neoformacao 6ssea apés um periodo de 8 meses de reparo. Ja
guando utilizada para tratamento de grandes perfuragbes da membrana de Schneider,
a L-PRF permitiu a continuidade do procedimento cirdrgico, mantendo o confinamento
do enxerto 6sseo, ndo interferindo na osseointegracdo dos implantes posteriormente
instalados e sem apresentar sinais infecciosos no seio maxilar em um periodo de

acompanhamento de 3 a 5 anos.
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APENDICE A - MATERIAL E METODOS

Esta dissertacao foi realizada a partir de dois estudos clinicos independentes.
Ambos foram realizados na Faculdade de Odontologia de Araraquara e seus

respectivos material e métodos estao subdividos em Publicacdo 1 e Publicacao 2.

Publicacdo 1: Associacao da fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF) ao 0sso
bovino desproteinizado em cirurgias de elevacao do assoalho do seio maxilar: Analise

histomorfométrica e imuno-histoquimica

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos (CEP) da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP sob
o0 numero CAAE 41357514.5.0000.5416 (Anexo A).

Populacado do estudo

Os participantes deste estudo foram recrutados na Disciplina de Implantodontia
e no Curso de Especializacdo em Implantodontia da Faculdade de Odontologia de
Araragquara - UNESP. Foram selecionados pacientes que buscavam reabilitacdo bucal
por meio de préteses implanto-suportadas, porém necessitavam de procedimento
prévio de enxerto 6sseo no seio maxilar para instalacéo de implantes. Estes pacientes
parcialmente ou totalmente edéntulos tinham que apresentar altura residual do
rebordo alveolar inferior ou igual a 4 mm e idade superior a 18 anos. Foram excluidos
pacientes com algum tipo de comprometimento de saude, pacientes diabéticos
descompensados, fumantes ou ex-fumantes, usuarios de alcool e/ou droga,
gestantes, portadores de desordens hematologicas, pacientes que estavam sob
tratamento de radioterapia na regido de cabeca e pescoco, usuarios de bifosfonatos
e pacientes que apresentavam patologias no seio maxilar.

Um total de 24 seios maxilares foram incluidos no estudo. Estes seios maxilares
foram divididos aleatoriamente em 2 grupos: Controle - seio maxilar enxertado apenas
com OBD (Bio-Oss®, Geistlich Pharma AG, Suica) e Teste — seio maxilar enxertado
com OBD associado a L-PRF, ambos com tempo de reparacgdo para a instalacdo dos

implantes dentarios de 8 meses. Os pacientes foram agrupados de forma aleatéria
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por meio de uma lista de randomizacéo gerada por computador. Os numeros foram
selados em envelopes opacos por uma pessoa ndo envolvida no estudo.

Todos os pacientes foram esclarecidos sobre objetivos do estudo e
concordaram espontaneamente em participar do mesmo mediante a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Técnica de obtencédo da L-PRF

Antes do inicio da cirurgia, foi realizada a coleta de sangue do paciente. Essa
coleta foi realizada por um profissional habilitado para este procedimento, utilizando o
sistema de coleta a vacuo - vacutainer (BD Vacutainer® Systems - Diviséo Brasil).
Foram coletados 4 tubos de vidro com capacidade de 10 mL cada sem a adicao de
anticoagulante ou trombina bovina. Na sequéncia, os tubos foram centrifugados com
uma forca de 400 G (Kasvi K14-0815, Curitiba, PR, Brasil) de acordo com protocolo
proposto por Dohan em 200623. Na parte superior do tubo estava presente o plasma
acelular (Plasma Pobre em Plaquetas - PPP), na porcéo inferior as células vermelhas
do sangue (hemécias), e na parte intermediaria o concentrado de fibrina e
componentes celulares do sangue. A auséncia de anticoagulante implica na ativagao
da cascata de coagulagédo em poucos minutos quando 0 sangue entra em contato com
as paredes do tubo. O fibrinogénio fica inicialmente concentrado na parte alta do tubo.
Um coéagulo de fibrina foi entdo obtido no meio do tubo, entre os glébulos vermelhos
no fundo e o plasma acelular no topo. Os coagulos de fibrina obtidos foram
depositados em uma caixa metalica especifica que permitiu a eliminacéo do exsudato

para obtencédo das membranas de L-PRF.

Procedimento para elevacao do assoalho do seio maxilar

Todos os pacientes foram operados pelo mesmo profissional especialista. O
profissional soube qual material de enxerto iria utilizar somente no momento exato do
procedimento, quando um colaborador abria o envelope e informava qual tratamento
aquele paciente iria receber.

Foi solicitado a todos os pacientes incluidos neste estudo um exame
tomografico de feixe conico da regido de interesse para planejamento cirargico. Os

procedimentos cirargicos foram realizados por um unico operador experiente. Foi
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utilizado o método descrito por Tatum?® (1986) para elevacdo da membrana do seio
maxilar.

A assepsia extra e intra-bucal foram realizadas com digluconato de clorexidina
a 2% e 0,12% respectivamente. Apoés, a regiao foi anestesiada por meio do bloqueio
dos nervos alveolar superior posterior e médio e nervo palatino maior (Cloridrato de
articaina com epinefrina 1:100.000 DFL, Brasil). Uma incisdo crestal sobre a éarea
edéntula do rebordo alveolar e duas incisdes relaxantes na regido vestibular foram
realizadas. O retalho mucoperiosteal foi descolado e rebatido até a exposicao
completa da parede lateral externa do seio maxilar. No osso vestibular da maxila, a
osteotomia para acesso a membrana sinusal foi confeccionada com uma fresa
esférica n°® 2 em baixa rotacéo, sob irrigacdo com cloreto de sédio a 0,9%. A parede
0ssea cortical mobilizada foi descolada da membrana sinusal e removida, com o
auxilio de curetas especificas. A mucosa sinusal também foi deslocada das paredes
0sseas no interior do seio maxilar, até as dimensfes necessarias para a reconstrucao
6ssea. Os seios maxilares do grupo OBD foram enxertados somente com Bio-Oss®
(tamanho das particulas 0,25 -1 mm; Geistlich Pharma AG, Suica) e na parede
vestibular da cavidade sinusal foi posicionada uma membrana de colageno
reabsorvivel (Bio-Gide®, Geistlich Pharma AG). Nos seios maxilares do grupo teste,
foi utilizado o Bio-Oss® associado a membrana de L-PRF e na parede vestibular da
cavidade sinusal também foi posicionada uma membrana de colageno reabsorvivel.
Na mistura do OBD com a membrana de L-PRF foi utilizada a seguinte proporcgéao:
para cada membrana picotada de L-PRF foi utilizado 0,5 g de OBD. As areas
cirirgicas foram suturadas com fio de nylon 4-0 (Ethicon®, Jonhson & Jonhson, New
Brunswick, Nova Jersey, EUA) por meio de pontos interrompidos. Os pacientes
receberam orientacbes poés-operatorias e prescricdo de medicagdo sistémica
constituida por antibiético (Amoxicilina 500 mg), anti-inflamatério (Nimesulida 100 mg),
analgésico (Dipirona 500 mg) e medicacao topica constituida por enxague com
digluconato de clorexidina a 0,12%. A sutura foi removida apds 10 dias e a regido
operada permaneceu sem influéncia de carga oclusal direta durante toda a fase de

regeneracao ossea.
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Instalacdo de implantes e obtencé&o da bidpsia

Em uma segunda etapa cirurgica, os leitos foram reabertos para instalacédo de
implantes apds 8 meses.

Inicialmente, a antissepsia extra e intra-bucal do campo operatério foram
realizadas. Apoés a injecao local de anestésico (Cloridrato de articaina com epinefrina
1:100.000, DFL, Brasil) dos nervos alveolar superior posterior e médio e do nervo
palatino maior. Em seguida, foi realizada uma incisdo crestal sobre a area edéntula
do rebordo alveolar e duas incisdes relaxantes na regido vestibular, mesial e distal a
regido de interesse, mesmo procedimento realizado na primeira cirurgia de enxerto
0sseo. O retalho mucoperiosteal foi descolado e rebatido até a exposicdo completa
da parede lateral externa do seio maxilar. Uma biopsia foi obtida no momento do
preparo da loja cirdrgica para instalacdo dos implantes, por meio de broca trefina (3i
Implant Innovations, Florida, EUA) de 2,0 mm de diametro interno e 3,0 mm externo.
A broca foi posicionada no mesmo eixo de perfuracdo e insercao dos implantes,
justamente nas regiées que 0s receberiam apOs o periodo de reparacdo 6ssea. O
corte com a broca foi realizado utilizando contra-angulo com reducéo 20:1 (KaVo -
KaVo do Brasil S. A. Ind. e Com., Joinvile, SC) acionada por motor especifico (Driller
BLM 650 - VK Diriller Equipamentos Elétricos Ltda, Sdo Paulo, SP) e refrigeracédo
constante com solucao salina, até o rompimento do assoalho do seio maxilar para
remocdo do 0sso, na totalidade do seu comprimento. Apés a perfuracdo Unica,
implantes foram inseridos nos leitos preparados e o osso colhido foi removido
cautelosamente do interior da trefina. As bidpsias foram imersas em solucdo de

paraformol por 24 horas.

Processamento da bidpsia

O processamento foi realizado apés a primeira fase de fixagcdo em paraformol.
Na sequéncia, as pecas foram lavadas em agua corrente, durante 6 horas, e foi
iniciado o processo de descalcificagdo das mesmas com sua imersao em solugao
EDTA, que foi trocada trés vezes por semana, durante 50 dias. ApOs constatacdo da
correta descalcificacdo das pecas, foi realizado o processo de desidratacdo. A
desidratacéo foi feita em banhos crescentes de alcool (70°, 90°, alcool absoluto),
permitindo que a peca fosse finalmente diafanizada em xilol durante 3 horas e incluida

em parafina. Foram obtidos cortes seriados com 4 uym de espessura ao longo de toda
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extensdo do bloco para analise histoldgica e histomorfométrica. As laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE, Merck & Co. Inc., Nova Jersey, EUA).

Analise histomorfométrica

Para a obtencéo das laminas, foi seguido o padrao de selecionar o corte central
do bloco. Com o auxilio de um microscépio de luz, as laminas foram posicionadas
sobre a porgao central dos tecidos contidos nas laminas a fim de que a imagem
capturada nao viesse a favorecer a por¢ao 0ssea nativa do seio maxilar remanescente
no processo de coleta, nem tdo pouco a porgédo mais distante do 0sso nativo. Essa
padronizacao foi realizada para todas as laminas analisadas.

As imagens das laminas coradas com HE foram capturadas e digitalizadas com
utilizacdo de um microscopio éptico com objetivas para aumento de quatro até 100
vezes, e oculares com aumento de 5 vezes (Diastar - Leica eichert & Jung products,
Alemanha), com céamara fotografica digital (DFC-300-FX, Leica Microsystems,
Alemanha) com resolucdo de 1,3 megapixels acoplada a este microscépio e
conectada a um microcomputador com um software analisador de imagens
digitalizadas. Foi utilizado o software Image J 1,45 (Wayne Rasband National
Institutes of Health, EUA) para analise histomorfométrica. Os seguintes parametros
foram avaliados: porcentagem de tecido 6sseo neoformado, porcentagem de tecido
mole e porcentagem de material residual do enxerto 6sseo bovino. As mensuracées
foram realizadas por um Unico examinador calibrado e cego para grupos

experimentais.

Andlise imuno-histoquimica

Cortes histolégicos dos mesmos blocos de parafina utilizados para as analises
histologica e histomorfométrica foram montados em laminas com superficie de vidro
apropriada (Fisher Superfrost plus; Thermo Fisher Scientific - Waltham MA, EUA) em
um banho maria de agua destilada e secas em posi¢ao vertical, para facilitar a adeséo
entre o corte e a lamina.

A reacdo imunoistoquimica foi realizada por meio da técnica de
imunoperoxidase indireta com amplificador. Portanto, foi utilizado o peréxido de
hidrogénio a 3% (Merck Laboratories, Kenilworth, Nova Jersey, EUA) para a inibicéo

da peroxidase enddgena. A recuperacao antigénica foi realizada a partir da imerséo
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das laminas em tampé&o fosfato citrato, ph=6, mantidas em vaporeira (calor timido),
por 20 minutos. Os bloqueios de reacdes inespecificas foram realizados com albumina
bovina (Sigma, San Luis, Missouri, EUA) e leite desnatado. Os anticorpos primarios
utilizados foram contra RUNX2, VEGF, OCN e OPN (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, EUA). VEGF é uma das principais proteinas que regulam o reparo do
tecido dsseo. E responsavel pela diferenciacéo de células endoteliais, estimulagéo de
proliferacdo vascular e atracdo de células osteoblasticas durante maturacdo do
enxerto 6sseo. RUNX2 é responsavel pela regulacdo de pré-osteoblastos e producéo
de colageno tipo 1 durante o reparo 6sseo. Ja a OCN e OPN permitem analisar a
maturacdo do tecido 6sseo através de marcacoes de células osteoblasticas e matriz
extracelular mineralizada e ndo-mineralizada.

Como anticorpo secundario, foi utilizado o anticorpo secundario biotinilado anti-
cabra produzido em coelhos (Pierce Biotechnology, Waltham, Massachusetts, EUA),
o amplificador foi a Avidina e Biotina (Vector Laboratories, Burlingame, Califérnia,
EUA) e a diaminobenzidina (Dakocytomation, Carpinteria, Califérnia, EUA) como
cromoégeno. Ao término da revelacdo pela Diaminobenzidina, foi realizada a contra-
coloracdo dos cortes histoldgicos por Hematoxilina de Harris. Os cortes foram
analisados em microscépio éptico (LeicaR® DMLB, Heerbrugg, Suica) bem como a
expressao das proteinas, acoplado a uma camera de captura de imagem (Leica® DFC
300FX, Leica microsystems, Heerbrugg, Suica) e conectado a um microcomputador
com um software analisador de imagens digitalizadas (Leica Camera Software Box®,
Leica Imaging Manager -IM50 Demo Software). Foram utilizados scores para as
células marcadas em areas determinadas, que sabidamente estdo envolvidas na

dindmica do tecido 6sseo.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism (versao
6.0, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados foram descritos por meio
de medidas de tendéncia central (média e mediana) e de dispersédo (desvio padréo e
intervalo de confianga de 95%). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a
normalidade da distribuicdo dos dados. O seio maxilar foi considerado a unidade

amostral. Diferencas significativas entre os grupos nos dados histologicos foram
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avaliadas pelo teste t ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas
em P <0,05.

Publicacédo 2: The effectiveness of L-PRF in the treatment of Schneiderian membrane

large perforations: long-term follow-up of a case series

Populacado do estudo

Pacientes do curso de especializacdo em Implantodontia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara que tiveram a membrana de Schneider acidentalmente
perfurada (com dimensdes maiores que 1 cm) durante procedimento de elevacéo do

assoalho do seio maxilar.

Técnica de obtencdo da L-PRF

A coleta foi realizada por um profissional habilitado para este procedimento,
utilizando o sistema de coleta a vacuo - vacutainer (BD Vacutainer® Systems - Divisdo
Brasil). Foram coletados 4 tubos de vidro com capacidade de 10 mL cada sem a
adicdo de anticoagulante ou trombina bovina. Na sequéncia, os tubos foram
centrifugados com uma forga de 400 G (Intra-Spin® - Intra-Lock International, Boca-
Raton, FL, EUA; Made in Germany) de acordo com protocolo proposto por Dohan em
200623, Na parte superior do tubo estava presente o plasma acelular (Plasma Pobre
em Plaquetas - PPP), na porcao inferior as células vermelhas do sangue (hemacias),
e na parte intermediaria o concentrado de fibrina e componentes celulares do sangue.
Os coagulos de fibrina obtidos foram entdo removidos do tubo e depositados em uma
caixa metalica especifica que permitiu a eliminacdo do exsudato para obtencédo das

membranas de L-PRF.

Procedimento para elevacao do assoalho do seio maxilar

Primeiramente foi realizado exame clinico e radiografico (tomografia
computadorizada de feixe conico) dos pacientes para confirmar a insuficiéncia 6ssea
para instalagdo de implantes na regido. Confirmada a necessidade de enxerto 0sseo,
0S pacientes receberam assepsia extra-oral e intra-oral com digluconato de clorexidina
a 2% e 0,12% respectivamente. Ap0Os, a anestesia da regido foi realizada com
Cloridrato de articaina com epinefrina 1:100.000 (DFL, Brasil). Uma inciséo linear

sobre a crista, seguida de outra vertical na vestibular foram sequencialmente
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efetuadas. O retalho mucoperiosteal foi entdo descolado e a parede lateral para
acesso ao seio maxilar foi exposta. A osteotomia foi realizada com broca esférica até
gque a membrana sinusal pudesse ver visualizada por transparéncia. Apés, a
membrana foi delicadamente manuseada e descolada para que sua elevacgao
pudesse ser realizada. Neste momento, grandes perfuracbées das membranas
puderam ser identificadas nos 9 pacientes incluidos neste estudo. As perfuracdes
foram isoladas e entdo o sangue dos pacientes foram colhidos para obtencédo da L-
PRF. As membranas de L-PRF foram interpostas sobre a membrana de Schneider
perfurada, uma sobre a outra. Apds, o enxerto 6sseo na regiao foi realizado com Bio-
Oss® (Geistlich, Suica) e uma membrana de colageno foi posicionada para recobrir a
janela lateral para acesso ao seio maxilar. Suturas foram realizadas com fio Nylon 5-
0 (Ethicon®, Jonhson & Jonhson, New Brunswick, Nova Jersey, EUA). Os pacientes
foram instruidos a fazer bochechos leves com digluconato de clorexidina 0,12% duas
vezes ao dia durante 15 dias. Além disso, foi prescrito aos pacientes antibiético
(Amoxicilina 500 mg), anti-inflamatério ndo esteroidal (Nimesulida 100 mg) e
analgésico (Dipirona Sdédica 500mg). As suturas foram removidas 10 dias apos a

cirurgia.

Instalag&o de implantes

ApoOs 8 meses de reparo, uma nova tomografia computadorizada de feixe
conico foi solicitada para mensurar as dimensdes do tecido 6sseo neoformado e
também avaliar possiveis alteracdes radiograficas no seio maxilar. Um volume
adequado de tecido Osseo para colocacdo de implantes foi obtido em todos os
pacientes, assim como auséncia de alteracbes na cavidade do seio maxilar. O
procedimento cirargico foi entdo iniciado seguindo as mesmas etapas de assepsia e
anestesia descritas anteriormente para realizacdo do levantamento do seio maxilar.
Apoés, uma incisao linear sobre a crista foi realizada, seguida pelo descolamento do
retalho. Os implantes foram instalados na regido, apresentando estabilidade primaria
satisfatdria em todos os casos. Suturas com pontos simples foram realizadas com fio
de Nylon 5-0 (Ethicon®, Jonhson & Jonhson, New Brunswick, Nova Jersey, EUA) e as

prescricdes medicamentosas foram as mesmas do procedimento cirdrgico anterior.
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Acompanhamento clinico e radiografico

Apés 3-5 anos do procedimento de enxerto 6sseo, 0S pacientes retornaram
para acompanhamento e o sucesso dos implantes foi avaliado. Uma nova tomografia
computadorizada de feixe conico foi realizada para avaliar o reparo das membranas

sinusais e a relagéo entre o tecido 6sseo e os implantes instalados.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.026.690
Data da Relatoria: 16/04/2015

Apresentacao do Projeto:

Projeto no qual seraorealizados enxertos em pacientes testando-se de um lado somente Bio-Oss e do outro
Bio-Oss e fibrina, a fim de verificar se ha diminuigao do tempo de regeneragao 6ssea. O paciente devera
retirar sangue para fornecer a fibrina, e ndo tera custo algum para fazer o enxerto. O mesmo paciente sera
do grupo controle e do grupo teste.

Objetivo da Pesquisa:

O propdsito desse estudo é avaliar o potencial da L-PRF em acelerar a regeneragao 6éssea quando usado
em combinagado com o Bio-Oss® na regido posterior de maxila apés procedimentos cirlirgicos de elevagéo
da membrana do seio

maxilar, por meio de parametros clinicos, radiograficos, histolégicos, histomorfométricos e imunolégicos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Adequadamente pontuados. A saber:

RISCOS: Os riscos aos quais os pacientes estarao sujeitos com a participagao no presente estudo séo
aqueles inerentes aos procedimentos cirdrgicos, tais como, reagdes adversas a anestésicos
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locais, sangramento, dor, infecgbes pos-operatoria. Estes riscos serdao evitados ou minimizados com
anamnese prévia minuciosa, tomando todos os cuidados necessarios nos procedimentos cirlrgicos,
seguindo todos os procedimentos de biossegurancga e orientando os pacientes quanto aos cuidados
necessarios no pés-operatério. Os pacientes receberao telefone de contato dos

pesquisadoras para entrar em contato caso tenham alguma divida ou qualquer desconforto ou problema
decorrente dos procedimentos cirargicos.Durante as tomadas radiograficas, os pacientes usarao protetor e
colar de tireoide.Como a L-PRF ¢é preparada a partir do sangue do préprio paciente nao ha riscos de rejei¢cao
ou infecg¢ao cruzada.

BENEFICIOS: Os pacientes do presente estudo receberao a cirurgia de regeneracdo 6ssea necessaria para
instalacao dos implantes nas regides posteriores da maxila, incluindo o biomaterial Bio-Oss® e a membrana
de colageno Bio-Guide®, e também receberao os implantes. Estes procedimentos nao terdo nenhum custo
para paciente. Todos os pacientes incluidos no estudo serdo encaminhados para reabilitacao protética no
curso de especializagdo em Implantodontia da FOAr. As préteses deverao ser custeadas pelos proprios
pacientes. Elas ndo serao fornecidas aos participantes do estudo. Posteriormente, os mesmos serao
encaminhados para um projeto de extensdo que realiza manutengao e acompanhamento dos implantes. Se
for verificada a necessidade de tratamento periodontal, endoddntico e/ou restaurador, e a necessidade de
exodontia de algum elemento dental do paciente durante as consultas clinicas do estudo, o paciente sera
encaminhado para a realizagdo do procedimento nas clinicas especificas da FOAr-UNESP. Com os
resultados deste estudo poderemos determinar se a L-PRF pode realmente acelerar a maturagéo 6ssea nos
procedimentos regenerativos em seio maxilar, o que possibilitara a instalacao dos implantes em um periodo
mais curto do que é atualmente preconizado.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
As adequagoes foram realizadas de acordo com as pendéncias apontadas em reunido do colegiado.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos apresentados.

Recomendacoes:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Todas as adequagdes solicitadas foram realizadas.

Situacao do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em reuniao de 16 de abril de 2015.

ARARAQUARA, 16 de Abril de 2015

Assinado por:
Ligia Antunes Pereira Pinelli

(Coordenador)
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Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
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