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Pichotano E C. Influéncia da fibrina rica em plaquetas e leucdcitos na formacao
O0ssea apos cirurgia de elevagdo do assoalho do seio maxilar com o0sso bovino
desproteinizado: estudo clinico randomizado [Tese de Doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMOO substituto 6sseo de origem bovina, conhecido como osso bovino
desproteinizado (OBD), tem demonstrado resultados favoraveis e seguros para
regeneragao 0ssea nos procedimentos de levantamento de seio maxilar. No entanto,
com o intuito de diminuir o tempo de reparo dos enxertos ésseos, diferentes fatores
de crescimento tém sido investigados para serem utilizados associadamente aos
substitutos o6sseos osteocondutores. O objetivo geral deste estudo clinico
randomizado foi avaliar o efeito da fibrina rica em plaquetas e leucocitos (L-PRF) na
regeneragao 0ssea quando usada em combinagdo com OBD na regido posterior de
maxila apos procedimentos cirurgicos de elevagdo da membrana sinusal. Um total
de 24 pacientes com edentulismo bilateral na regido posterior da maxila foram
incluidos. Foi utilizado o modelo de boca dividida para utilizagdo dos seguintes
biomateirias no procedimento de elevacdo do seio maxilar: Grupo controle — ODB;
Grupo teste — L-PRF + ODB. O periodo de cicatrizagdo para instalagdo dos
implantes foi de 8 meses no Grupo Controle, enquanto no grupo teste metade dos
pacientes receberam implantes com 4 meses (Subgrupo 1, n=12) e a outra metade
com 8 meses (Subgrupo 2, n=12). Todos os pacientes realizaram tomografia
computadorizada no pré-operatério, imediatamente apos a cirurgia e no momento da
instalagao dos implantes para avaliagdo da estabilidade do volume ésseo obtido com
o procedimento regenerativo. No momento da instalagcdo dos implantes foram
obtidas bidpsias para analise histomorfométrica. A estabilidade primaria dos
implantes foi mensurada por analise de frequéncia de ressonancia. No subgrupo 1, a
reducdo do volume 6sseo apos o periodo de cicatrizacdo foi semelhante para os
grupos teste (33,1%) e controle (36,7%) (p=0,093). No entanto, no subgrupo 2 foi
observada uma diferenga significativa no percentual de redugdo do volume &sseo
entre os grupos (teste 39,1% e controle 26,8%; p=0,0037). Em relagdo ao
percentual de osso neoformado, houve uma diferenca estatistica significante entre
0s grupos tanto no subgrupo 1 (teste - 44.58 + 13.89%, controle - 30.01 = 8.41%;
p=0,0087) como no subgrupo 2 (teste - 46.5 + 12.27%, controle - 34.51 + 7.81%;
p<0,05). A estabilidade primaria dos implantes do grupo controle (75,13 + 5,68) foi
significativamente maior que dos implantes do grupo teste (60,90 * 9,35) no
subgrupo 1 (p=0,0003). No subgrupo 2, ndo houve diferenga na estabilidade primaria
dos implantes entre os grupos (controle — 74,74 + 7,73, teste — 71,95 + 6,31; p0,35).
Pode-se concluir que a associag¢ao de L-PRF ao OBD induziu nova formacgao 6ssea
e reduziu o tempo de cicatrizagcdo para instalagdo de implantes apds procedimento
de elevagao do seio maxilar. No entanto, foi observado uma redugao significativa do
volume 6sseo quando os implantes foram instalados apds 8 meses de cicatrizagao
nos seios enxertados com associagao de L-PRF e OBD.

Palavras chave: Regeneracdo Ossea. Seio maxilar. Implantagdo dentaria.
Agregacao plaquetaria.



Pichotano E C. The influence of leukocyte and platelet-rich fibrin on bone formation
after maxillary sinus floor elevation with deproteinized bovine bone: a randomized
clinical trial [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2018.

ABSTRACT

The deproteinized bovine bone mineral (DBBM) has been showed favorable and safe
results for bone regeneration in maxillary sinus lift procedures. However, in order to
decrease the healing time of bone grafts, different growth factors have been
investigated to be used in association with osteoconductive bone substitutes. The
general objective of this split-mouth randomized clinical trial was to evaluate the
effect of leukocyte-platelet rich fibrin (L-PRF) to accelerate bone regeneration when
used in combination with DBBM in maxillary sinus lift procedures. A total of 24
patients with bilateral edentulism in the posterior region of the maxilla were included.
The split-mouth model was used to perform the following treatments for maxillary
sinus elevation. Control group — DBBM; Test Group - L-PRF + DBBM. In both
groups, a bovine collagen membrane was placed on the window of access to the
maxillary sinus. The healing period for implant installation was 8 months in the
Control Group, while in the test group half of the patients received implants with 4
months ( Subgroup1, n=12) and the other half with 8 months (Subgroup 2, n=12).
Tomography’s of all the patients were captured in the preoperative period,
immediately after the surgery and at the moment of implants placement in order to
evaluate the stability of the bone volume obtained with the regenerative procedure.
At the time of implants placement, biopsies were obtained for histomorphometric
analysis. The primary implant stability was measured by a resonance frequency
analysis. In subgroup 1, the bone volume reduction after healing period was similar
for the test (33.1%) and control groups (36.7%) (p = 0.093). However, in subgroup 2,
a significant difference was observed in the percentage of bone volume reduction
between groups (test 39.1% and control 26.8%, p = 0.0037). In relation to newly
formed bone percentage, statistically significant difference was observed between
subgroup 1 (test - 44.58 + 13.89%, control - 30.01 £ 8.41%, p = 0.0087) and
subgroup 2 (test - 46.5 £ 12.27%, control - 34.51 £ 7.81%, p <0.05). The primary
implant stability for the control group (75.13 + 5.68) was significantly higher than for
test group (60.90 + 9.35) in subgroup 1 (p = 0.0003). In subgroup 2, there was no
difference in the primary implant stability between groups (control - 74.74 + 7.73, test
- 7195 = 6.31; p0.35). The L-PRF and DBBM association induced new bone
formation and reduced the healing period for implant placement after maxillary sinus
lift procedure. However, a significant bone volume reduction was observed when the
implants were placed after 8 months of healing in L-PRF and DBBM sites.

Keywords: Bone regeneration. Maxillary sinus. Dental implantation. Platelet
aggregation.
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1 INTRODUGAO

A qualidade e o volume 6sseo adequado sio fatores fundamentais para a
reabilitacdo protética posterior de maxilas atroficas. O processo de reabsorgéo
alveolar, inevitavel pés-extracdo dentaria, associado a pneumatizagcdo da cavidade
do seio maxilar com extensao alveolar impede, muitas vezes, a instalagdo de
implantes osseointegraveis com finalidade protética nas regides posteriores da
maxila. Técnicas de enxertia 0ssea propostas pela literatura mostram a possibilidade
do restabelecimento em espessura e altura de rebordos atrésicos com finalidade
reabilitadora’™. Dentre as opgdes de tratamento que tém sido propostas para a
reabilitagdo da regido posterior de maxilas atroficas destacam-se a instalagdo de
implantes curtos®, a técnica de implante batido®, o enxerto 6sseo em bloco sobre a
cortical dssea alveolar’ e a diminuicdo da cavidade do seio maxilar com enxerto
dsseo particulado®. A técnica modificada por Boyne e James® e desenvolvida por
Tatum® para preenchimento ésseo do seio maxilar com acesso lateral por meio de
uma janela tem sido a forma mais segura e comumente utilizada para aumento
0sseo nas regido posterior de maxila atréfica para reabilitagdo com implantes. A
técnica € bem documentada cientificamente, entretanto ndo ha o consenso em
relacdo ao biomaterial ideal que deve ser utilizado para o preenchimento da
cavidade do seio maxilar.

E evidente na literatura a eficacia do uso de diferentes biomateriais no interior

do seio maxilar'®".

Entretanto, as pesquisas vém sendo desenvolvidas para
melhorar a eficiéncia e acelerar a maturacdo do enxerto 6sseo alveolar. O intuito é
diminuir o tempo de cicatrizagcdo do enxerto com utilizagdo dos fatores de
crescimento. Os fatores de crescimento sdo proteinas bioativas que controlam o
processo de cicatrizagdo da ferida, pois tém papel crucial na migragao celular,
proliferacdo celular e angiogénese para regeneracio dos tecidos'’. Estes fatores de
crescimento podem ser encontrados no sangue, especificamente nas plaquetas e no
plasma.

Concentrados de plaquetas, tais como plasma rico em plaquetas (PRP),
fibrina rica em plaquetas (PRF) e fator de crescimento concentrado (CGF) tém sido
utilizados para a reconstrucdo de defeitos 6sseos'®. Concentrados autégenos de
plaquetas foram inicialmente utilizados no tratamento e prevencado de hemorragias a

partir de trombocitopenias graves, muitas vezes causada por aplasia medular,
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leucemia aguda ou perda significativa de sangue durante uma cirurgia de longa
duragdo. O concentrado de plaquetas mais utilizado nesses casos tem sido
chamado de plasma rico em plaquetas (PRP), contendo em média 0,5 x 10"
plaquetas por unidade.

Infelizmente, os primeiros resultados envolvendo a utilizagdo do PRP indicam
que o potencial efeito das citocinas, liberadas durante a ativagao plaquetaria e a
coagulagao de fibrina, parece ser extremamente limitado ao tempo, sendo liberadas
muito rapidamente. O PRP vem sendo utilizado em conjunto com diversos materiais
de enxerto em procedimentos de aumento 6sseo desde a data da sua introducgao.
No entanto, os resultados sdo bastante controversos e ainda nao é possivel tirar
conclusdes definitivas sobre o efeito do PRP na regeneracdo 6ssea'®?.

A utilizagdo de derivados do sangue para o selamento de feridas comecgou
com a utilizagdo de colas de fibrina, descritos inicialmente ha mais de 40 anos, que
eram constituidas de fibrinogénio concentrado?® (polimerizagdo induzida por
trombina e calcio). Apesar do gel de fibrina oferecer um perfeito suporte para a agéo
das citocinas plaquetarias, estas pequenas moléculas soluveis sdo liberadas muito
rapidamente com a finalidade de incorporar a matriz de fibrina durante sua
polimerizagdo. Além disso, a utilizagdo de trombina bovina e cloreto de calcio para
induzir a polimerizagdo da fibrina influencia consideravelmente as caracteristicas
mecanicas e bioldgicas da matriz de fibrina?*?°. O uso de adesivos de fibrina esta
bem documentado na literatura®, porém permanece controversa a sua utilizacdo
devido a complexidade dos protocolos de produgédo (para adesivos autdlogos) ou
risco de infecgdo cruzada (para adesivos comerciais). Foi entdo que a nova familia
de agregados plaquetarios foi desenvolvida na Franga, chamada de fibrina rica em
plaquetas (PRF) ou fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF), que se parece
com uma matriz cicatricial autdogena, rica em plaquetas e leucdcitos?’. Normalmente
a literatura associa o termo L-PRF ao nome do autor responsavel pela descoberta
Choukroun.

A fibrina rica em plaquetas e leucdcitos (L-PRF) se apresenta como uma
membrana gelatinosa constituida de uma concentragdo de plaquetas e leucdécitos
favoraveis & cicatrizacdo e imunidade®®. A L-PRF influencia diretamente nos
fenbmenos e complicacbes de remodelacdo dos tecidos, melhorando os resultados

e diminuindo os riscos de problemas infecciosos e hemorragicos®.



11

A membrana de L-PRF consiste em uma malha de fibrina de alta densidade e
com jungdes trimoleculares equilaterais entre si resultante de uma polimerizagéo
lenta com a incorporacéo de plaquetas, leucdcitos e fatores de crescimento™.

A eficiéncia da L-PRF reside na aplicagao localizada e continua de uma vasta
gama de fatores de crescimento e proteinas, suprindo as necessidades nos
processos de cicatrizagdo de feridas e nos processos fisiologicos de reparagao

tecidual®’

. As suas vantagens mais conhecidas sobre o PRP incluem a facilidade de
preparacio/aplicagdo, custo minimo, e a auséncia de modificacdo bioquimica®? (sem
utilizacdo de trombina bovina ou anticoagulante). Assim que o tecido sanguineo é
coletado e entra em contato com o tubo de ensaio, o processo de coagulagéo é
iniciado, por isso 0 manuseio deve ser feito o mais rapido possivel. Isso pode
diminuir o tempo de centrifugagdo para obtencdo da L-PRF. O processo de
centrifugacéo ativa o processo de coagulagdo sanguinea resultando em um coagulo
composto por uma rede de fibrina na qual as plaquetas e outras células do sangue
sdo aprisionadas. Ha uma liberagcdo gradual e rapida de fatores de crescimento na
rede de fibrina. Sdo liberadas fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador
- beta 1 (TGF-b) e trombospondina em 7-14 dias, precisamente quando a
angiogénese tem um pico e inicia-se o crescimento 6sseo>>.

Menores quantidades de trombina presentes na L-PRF implicam em uma
polimerizagdo da matriz de fibrina formando uma malha mais fina e flexivel, o que
vai ser absolutamente favoravel no suporte ao emaranhado de citocinas plaquetarias
e a migragcdo celular. O sucesso da utilizagdo da L-PRF também depende
diretamente da velocidade de coleta do sangue e de sua transferéncia para
centrifugacéo, que teoricamente faz com que as plaquetas fiquem retidas na malha
de fibrina formada apods a centrifugagcdo. Além disso, a L-PRF n&o se dissolve
rapidamente apos a aplicagdo como acontece com o PRP. A matriz de fibrina é
lentamente remodelada de forma semelhante ao coagulo sanguineo natural,
favorecendo o processo de cicatrizagao®*°.

Enquanto fatores de crescimento plaquetarios estimulam as células do tecido
em cicatrizagdo a fim de atrai-los para a regeneragcdo dos tecidos, fibrinas
plaquetarias e circulantes comegam a formar uma matriz cicatricial densa, buscando
fechar a ferida com uma barreira biolégica de protecdo. A fibrina é a forma ativada

de uma molécula plasmatica chamada fibrinogénio. Esta molécula fibrilar soluvel
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esta macigamente presente tanto no plasma quanto nas plaquetas e desempenham

um papel decisivo na hemostasia'’?>34,

A cicatrizagcdo de feridas € completamente dependente dos mecanismos
iniciais da hemostasia. Quando um organismo €& traumatizado, o primeiro tecido a
reagir € o sangue. A ferida desencadeia uma cascata de reagdes que levam a
vedacdo da violacdo vascular com plaquetas agregadas?®. Durante a producdo da L-
PRF, outros elementos celulares, como os leucécitos, sdo ativados em adigcdo as
plaquetas. As plaquetas levam ao local da ferida uma carga macica de fibrinogénio e
enzimas, e também libera diferentes moléculas em alta quantidade, particularmente
fatores de crescimento. Apds o fendmeno hemostatico e inflamatério artificial
induzido pela centrifugagdo, as plaquetas liberam citocinas pré-inflamatérias
interleucina-1 beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), citocinas anti-inflamatérias interleucina-4 (IL-4) e um promotor de
angiogénese'’**3° (VEGF).

A L-PRF tem sido usada como unico material de preenchimento ou associado
aos materiais de enxerto de diferentes carateristicas com a finalidade de alcancar os
melhores resultados nos procedimentos regenerativos?®2¢°,

Os estudos iniciais em animais feitos por Kim et al.*® combinaram PRF com
enxerto de osso medular bovino para regeneragado o0ssea de defeitos criados em
calota craniana de coelhos. Observou-se uma redugao do tempo necessario para a
maturacao 6ssea e uma quantidade maior de osso formado apos 5 e 6 meses. Esse
resultado deve estar relacionado ao fato de que o gel de fibrina & rico em plaquetas
e, por sua vez, libera fatores de crescimento capazes de promover a cicatrizagao de

feridas. Thorn et al.*'

relataram que a PRF apresenta uma concentracdo de
fibrinogénio cerca de 12 vezes maior e uma concentragdo dos fatores de
crescimento cerca de oito vezes maior em relagdo ao PRP.

O potencial da PRF de Choukroun para regeneragédo ossea foi testado por
Mazor et al.>” em 2009. Implantes foram instalados juntamente com a elevagdo da
membrana do seio maxilar, sendo a cavidade preenchida somente com PRF. Foram
operados 25 seios maxilares em 20 pacientes e, apds 6 meses, os mesmos foram
avaliados por exame radiografico volumétrico. Foi verificado um ganho d&sseo
significante entre 7 e 13 mm além do osso residual. Biopsias obtidas de 9 pacientes
mostraram um osso vital bem organizado. Assim, a PRF de Choukroun foi

considerada por estes autores uma técnica simples e barata que pode ser utilizada
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no interior da cavidade do seio maxilar como biomaterial para regeneragéo 6éssea ao
redor de implantes.

Tatullo et al.** acompanharam clinicamente e histologicamente 60 pacientes
que necessitavam de enxerto ésseo na cavidade do seio maxilar previamente a
instalagao dos implantes. O grupo experimental recebeu PRF associada ao enxerto
o0sseo de origem bovina desproteinizado (Bio-Oss), enquanto o grupo controle
recebeu apenas o biomaterial osteocondutor. Foram feitas avaliagdes histologicas e
histomorfométricas com 106, 120 e 150 dias apds a cirurgia. No protocolo de 106
dias foram obtidos os dados mais interessantes da eficacia do L-PRF utilizado como
material de enxerto. Observou-se a presenca de matriz 6ssea densa ricamente
vascularizada misturada com fragmentos de osso lamelar. Os sitios foram capazes
de receber implantes apds o periodo de cicatrizacdo de 106 dias e acompanhados
sem problemas ou complicagdes por 36 meses.

Zhang et al.*°

compararam o efeito da PRF combinada com enxerto ésseo de
origem bovina e somente o material de enxerto bovino para preenchimento da
cavidade do seio maxilar. Foram feitas avaliagdes clinicas, radiograficas e
histolégicas apds 6 meses da cirurgia inicial. Nado foram observadas complicagbes
durante esse periodo. Exames tomograficos foram realizados imediatamente apos a
cirurgia, 3 e 6 meses apds a cirurgia. Foi observada a presenca de tecido
mineralizado sem sinais de reabsorgédo. A porcentagem de osso formado no grupo
que utilizou PRF foi superior ao grupo controle. Apesar de nao ter sido encontrada
diferenga estatistica na analise histolégica, os autores observaram que a presenca
do material de enxerto no grupo com PRF foi cerca de 1,5 vezes menor do que a
presenga no grupo controle. Este resultado poderia ser explicado pela liberagao de
fatores de crescimento que ocorre quando se utiliza a PRF.

Kim et al.*® compararam a utilizagdo de tricalcio fosfato (TCP), PRF com TCP
e proteina 6ssea morfogenética 2 recombinante humana (rhBMP-2) com TCP na
regeneragcao O0ssea em cirurgias de elevagdo da membrana do seio maxilar em
coelhos. Amostras histolégicas foram obtidas com 3 dias, 1 semana, 2, 4, 6 ¢ 8
semanas apos a cirurgia de enxerto. Nao foi verificada formagao 6ssea nas analises
realizadas com 3 dias. Em todos os periodos observados, o grupo com TCP foi o
que apresentou menor formacdo Ossea. A area oOssea neoformada foi
estatisticamente superior no grupo TCP + PRF do que no grupo de TCP + rhBMP-2.

|.42

Em um estudo também em animais, Bolukbasi et a compararam o uso de

PRF associado ou ndo ao enxerto de compostos bifasico (beta tricalcio fosfato)
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particulado na regeneracao de defeitos dsseos criados sob tibias de coelhos. Apds o
periodo de 40 dias, observou-se que 0 0ssO neoformado apresentava maior
maturacao Ossea quando a associagao dos dois materiais foi utilizada. Os autores
destacaram ainda que a efetividade do PRF depende n&o somente das
caracteristicas, mas sim das propriedades do material a ser administrado em
conjunto.

Nizam et al*®

compararam o efeito da L-PRF associada ou n&o a osso bovino
desproteinizado (OBD) na regeneragédo 0ssea em cirurgias para elevagao dos seios
maxilares apds 6 meses de cicatrizagdo. Neste estudo foi utilizado o modelo de boca
dividida para elevagao bilateral do seio maxilar em 13 pacientes. N&o foi observada
diferenga qualitativa nas analises histolégicas entre os grupos teste e controle. As
porcentagens de osso neoformado, de enxerto 6sseo residual e de enxerto em
contato com osso neoformado foi semelhante entre os grupos. Assim, os dados
deste estudo mostraram que a adigado de L-PRF nao resultou em aumento de osso
neoformado apds seis meses de cicatrizagao.

Em uma revisdo sistematica recente sobre o potencial regenerativo da L-
PRF*, foi verificado que este concentrado pode ter um efeito positivo na
regeneracao 0ssea e na osseointegragao. Porém, a evidéncia cientifica ainda n&o é
forte para confirmar este efeito. Assim, o0 nosso objetivo foi realizar um estudo
clinico randomizado, controlado, para avaliar o potencial da L-PRF na regeneragéo
dssea quando usada em combinacdo com Bio-Oss® (Bio-Oss, Geistlich Pharma AG,
Wolhusen, Suiga) na regido posterior de maxila apds procedimentos cirurgicos de
elevacdo da membrana do seio maxilar. Como a redugao do tempo de incorporagao
do biomaterial traz beneficio do ponto de vista clinico para os pacientes que
necessitam de levantamento de seio maxilar para instalagdo de implantes
osseointegraveis, nos propusemos a avaliar o efeito adicional da L-PRF em um

periodo precoce e outro tardio de cicatrizagcao
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5 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que:

* A L-PRF acelerou a neoformacao éssea quando utilizada em associacéo
com 0sso bovino desproteinizado no procedimento de elevacdo do seio

maxilar.

» O uso da L-PRF combinada ao bovino desproteinizado resultou em reducao

significativa do volume 6sseo apos o periodo de 8 meses de reparo.

= A estabilidade primaria dos implantes n&o foi afetada de forma significativa
pela utilizagao da L-PRF.

= O uso da L-PRF em combinagdo com osso bovino desproteinizado pode ser
uma alternativa viavel para redu¢cdo do tempo necessario para reabilitagao

com implantes na regido posterior de maxilas atréficas.
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