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RESUMO

O tecido 6sseo tem uma reconhecida capacidade de se manter em constante remodelacao e ao
mesmo tempo regeneracdo. Estes processos ocorrem através de uma cascata complexa e multifatorial
de eventos biologicos regulada por fatores de crescimento distintos, segregados por células ésseas e
células reativas presentes no local da leséo. Os fatores de crescimento sdo uma classe de mediadores
biolégicos naturais que regulam os principais eventos celulares na reparacdo tecidual, incluindo a
proliferacéo celular, quimiotaxia, diferenciacdo e sintese da matriz através de ligacdo a receptores
especificos da superficie celular. Diante de perdas ésseas significativas, a implantodontia conta com
algumas técnicas para reconstrucdo de tecido ésseo perdido previamente a instalagdo de implantes
odontoldgicos. A literatura descreve amplamente as vantagens dos enxertos 6sseos autélogos em
relacdo aos enxertos aloplasticos e xendgenos, devido as suas trés propriedades de osteoinducao,
osteoconducdo e osteogénese. Enxertos 0sseos autégenos liberam uma variedade de moléculas,
incluindo fatores de crescimento, que podem direcionar as células mesenquimais envolvidas na
regeneracéo 6ssea. Este trabalho é uma reviséo de literatura, com o objetivo de avaliar os resultados
clinicos e histoldgicos dos fatores de crescimento PDGF e BMP e concentrados plaquetarios PRF, PRP,
na regeneracdo 6ssea considerando estudos realizados in vitro, em animais e em humanos. Para tanto,
foram realizadas pesquisas de artigos publicados em inglés ou portugués, na base de dados PubMed,
Medline entre outros utilizando seguintes termos “growth factors”, “bone regeneration”, “tissue
engineering”, “graft bone”, “PRF”, “PRP”, “PDGF”, “BMPs”. Conclui-se nesta revisdo de literatura que o
PDGF fator importante na regeneracdo 0ssea quando combinado com outros materiais, as BMPrh-2
melhora e acelera a regeneragdo éssea, o PRP parece ndo favorecer resultados significativos na
regeneracao 0ssea, o0 PRF tem apresentado resultados significativos em regeneracéo 6ssea em seios

maxilares e mais estudos sdo necessarios para justificar seu uso na implantodontia.

Palavras — chave: Fatores de crescimento. Implantodontia. PGDF. PRP. PRF. BMPs. Regeneracéo
Ossea. Enxerto 6sseo. Engenharia de tecido.



ABSTRACT

The bone tissue has a recognized ability to remain in constant remodeling and at the same time
regeneration. These processes occur through a complex and multifactorial cascade of biological events
regulated by distinct growth factors, secreted by osseous cells and reactive cells present at the damaged
site. Growth factors are a class of natural biological mediators that regulate the major cellular events in
tissue repair, including cell proliferation, chemotaxis, differentiation, and matrix synthesis through binding
to specific cell surface receptors. Faced with significant bone loss, implantodontia relies on some
techniques for the reconstruction of bone tissue lost prior to the installation of dental implants. The
literature largely describes the advantages of autologous bone grafts in relation to alloplastic and
xenogene grafts, due to its three properties of osteoinduction, osteoconduction and osteogenesis.
Autogenous bone grafts release a variety of molecules, including growth factors, that can target the
mesenchymal cells involved in bone regeneration. This work is a literature review aimed at evaluating the
clinical and histological results of PDGF and BMP growth factors and platelet concentrates PRF, PRP, in
bone regeneration considering studies in vitro, in animals and humans. In order to do so, we carried out
researches of articles published in English or Portuguese, in the PubMed, Medline database among
others using the following terms “"growth factors”, "bone regeneration”, "tissue engineering" and "graft
bone" It is concluded in this literature review that the PDGF important factor in bone regeneration when
combined with other materials, such as BMPrh-2 improves and accelerates bone regeneration, PRP does
not favor significant results in bone regeneration, the PRF has significant results results in bone

regeneration in maxillary sinuses and further studies are needed to justify its use in implant dentistry.

Keywords: Growth factors. Implantology. PGDF. PRP. PRF. BMPs. Bone regeneration. Bone grafting.

Tissue engineering.
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1 INTRODUCAO

Desde os primeiros estudos publicados por Branemark, no final da década de 60,
a utilizacdo dos implantes osseotintegrados vem crescendo em grandes proporcoes
(LOUREIRO, 2010).

O tecido 6sseo tem uma reconhecida capacidade de se manter em constante
remodelacdo e ao mesmo tempo regeneragdo. Estes processos ocorrem através de
uma cascata complexa e multifatorial de eventos bioldgicos (migracdo celular,
proliferacdo, adesao e diferenciacdo, além da neoformacdo vascular) regulada por
fatores de crescimento distintos, segregados por células 6sseas e células reativas
presentes no local danificado. No entanto, grandes defeitos 0sseos, congénitos ou
causados por doengas, trauma ou cirurgia, ndo Se curam espontaneamente e
geralmente sdo um desafio clinico nas praticas ortopédicas e odontologicas. Tais
situacdes se beneficiam do uso de estratégias que podem substituir o osso perdido ou
estimular a formacéo 6ssea (LAMANO; PERES, 2011).

Diante de perdas 6sseas significativas, a implantodontia conta com algumas
técnicas para reconstrucdo de tecido O6sseo perdido previamente a instalacdo de
implantes odontologicos. As mais empregadas sdo: enxertos autdlogos, alégenos e
xendgenos, regeneracdo Ossea guiada, distracdo osteogénica, dentre outras. Essas
técnicas apresentam algumas desvantagens, como morbidade, reabsorcdo do enxerto
e algumas complicacBes pOs operatorias. A engenharia de tecidos busca através da
manipulacéo de células, matrizes (arcaboucous) e sinalizadores moleculares, aprimorar
essas técnicas e criar novas, mais eficientes e menos invasivas (CURY; GUIMARAES,
2012).

A literatura descreve amplamente as vantagens dos enxertos 0sseos autdlogos
em relacdo aos enxertos aloplasticos e xendgenos, devido as suas trés propriedades de
osteoinducéo, osteoconducédo e osteogénese. Enxertos 0sseos autégenos liberam uma

variedade de moléculas, incluindo fatores de crescimento, que podem direcionar as
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células mesenquimais envolvidas na regeneracdo 6ssea (CABALLE-SERRANO et al.
2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever os fatores de crescimento, seus mecanismos de acao e seus

resultados na regeneracdo 0ssea.

2.2 Objetivos Especificos

Descrever os mecanismos de agao dos fatores de crescimento: PRF, PRP,
PDGF e BMP.

Descrever os resultados histologicos e clinicos do uso desses fatores de

crescimento na regeneracao 6ssea.

Descrever qual é o fator de crescimento de maior importancia na regeneracao

dssea.
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3 METODOLOGIA

Para os estudos considerados nesta revisdo, foram realizadas buscas eletronicas
na base de dados Medline, usando a pagina de busca Pubmed (Arquivo Digital de
Literatura Biomédica e de Ciéncias da Vida do Instituto Nacional da Saude dos Estados
Unidos), Portal Capes e publicacdes cientificas no Google Académico. Para
delimitacdo da busca, foram utilizados termos como “growth factors”, “bone

regeneration”, “tissue engineering”, “graft bone”, “PRP”, “PDGF”, “BMPs”, “PRF”.

Em decorréncia da relevancia das informacgfes contidas em artigos classicos e a
evolucdo dos estudos realizados, ndo foi delimitado periodo de tempo. Foram

considerados ainda apenas artigos publicados nas linguas portuguesas e inglesas.

Como critério de selecao para inclusdo dos artigos, utilizaram-se aqueles que
tratavam de estudos in vitro, estudos clinicos em animais e estudos clinicos em seres
humanos referentes ao uso de fatores de crescimento para recuperacao de defeitos nos
tecidos 6sseos. Os dados presentes foram analisados e utilizados para a elaboracao do
presente trabalho de revisao de literatura.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento sdo uma classe de mediadores biolégicos naturais
que regulam os principais eventos celulares na reparagdo tecidual, incluindo a
proliferacdo celular, quimiotaxia, diferenciagdo e sintese da matriz através da ligagédo a
receptores especificos da superficie celular. Eles estdo presentes em diversos tecidos,
mas em especial quando estdo em fase de reparacdo ou remodelacdo, sendo

fundamentais nesses processos. (HOWELL et al. 1997).

Esses fatores participam de eventos de formacao éssea por meio da quimiotaxia

de osteoblastos e contribuem na angiogénese (ANITUA, 1999).

Entre os fatores de crescimento ja testados em implantodontia, estdo o fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), o fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF) e as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMP). Tem-se observado que
0 uso desses fatores favorece a osseointegracao. Eles séo utilizados através do plasma
rico em plaquetas (PRP) e da proteina 6ssea morfogenética 2 recombinante humana
(rhBMP-2) (SHMIDT, 2006). O ciclo de remodelagdo compreende a reabsor¢do da
matriz &éssea, sob responsabilidade dos osteoclastos, seguida da formacédo e
mineralizacdo de uma nova matriz, responsavel pelos osteoblastos.Os osteoblastos
controlam a degradacdo da matriz 6ssea pela producéo de citocinas estimulantes dos
precursores de osteoblastos.Na sequéncia, osteoclastos liberaram &acidos e proteases
para dissolver o mineral e degradar a matriz organica, liberando os fatores de
crescimento armazenados. Os fatores de crescimento 6sseo, principalmente o fator de
crescimento derivado de plaguetas (PDGF), os fatores de crescimento de fibroblastos
(FGFs), o fator de crescimento transformante-B (TGF-B), fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGFs), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
proteinas morfogenéticas dos ossos (BMPs), controlam a diferenciagéo e a atividade
funcional das células da linhagem osteoblastica (PERES; LAMANO, 2011).
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4.2 PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas

O fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) foi identificado pela
primeira vez em 1974 como um potente agente mitdgeno para células mesenquimais
presentes no soro (CHILDS, PROPE, et al., 1982). Ele € o principal mitébgeno para as
células de origem mesodérmica. Existe na natureza como proteina dimérica de 30 kDa,
formada a partir de cadeias polipeptidicas tipo A ou B, que se unem através de pontes
dissulfidicas, podendo aparecer in vivo tanto como homodimero (PDGF-AA ou -BB),
quanto heterodimero (PDGF-AB) (NEVINS et al. 2003).

Esta proteina estd armazenada principalmente nos granulos a plaquetarios
sendo liberada na coagulacdo e no mecanismo de adesédo plaquetaria em lesdo de
vaso sanguineo (LYNCH et al, 1991).

Sua atividade mitogénica foi observada sobre diversos tipos celulares,
principalmente em osteoblastos e fibroblastos do ligamento periodontal (DENNISON et
al. 1994).

A ativacdo das células alvo ocorre através de seus receptores a e B,
estruturalmente relacionados a proteina tirosina quinase (nas quais expressam fortes
sinais miogénicos). Ela ocorre a partir da homodimerizacdo ou heterodimerizacdo dos
receptores, formando cadeias peptidicas A e B. O PDGF tém vérias isoformas, a PDGF-
BB mostrou ser a mais efetiva em todos os parametros celulares, como mitdgenese e
guimiotaxia celular, sendo assim, a forma mais indicada para terapia reconstrutiva dos
tecidos cranios-faciais. A isoforma PDGF-AB mostrou ter uma resposta intermediaria e
PDGF-AA foi a menos eficaz (BOYAN et al, 1994).

4.2.1 PDGF - Estudos “in vitro”

Jiang e colaboradores (1999) fizeram um estudo “in vitro” para examinar a

interacdo da matriz 0ssea bovina com PDGF-BB e IGF-I e determinar se a combinagao
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de fatores de crescimento com a matriz poderia estimular a proliferacdo de células
osteoblasticas. Concluiu-se que tanto PDGF-BB como IGF-| foram adsorvidos a matriz
mineral 6ssea de uma forma dependente da concentracdo. A afinidade do IGF-I para o
material foi maior do que o PDGF-BB. Nos experimentos que mediram a liberacdo dos
fatores de crescimento inicialmente adsorvidos, aproximadamente 50% do PDGF-BB e
10% do IGF-I foram liberados apds 10 dias. PDGF-BB adsorvido significativamente ao
material da matriz aumentou a proliferacdo de células osteoblasticas cultivadas em
comparacao com a matriz mineralizada isoladamente. No entanto, o IGF-I adsorvido ao
material da matriz ndo aumentou significativamente a proliferagcdo celular. Esses
resultados sugerem que o tanto o IGF-1 qguanto o PDGF-BB podem ser adsorvidos a
matriz mineral andmala do osso bovino, porém o PDGF-BB aumenta as propriedades
osteogénicas deste material de enxerto 6sseo. Ja o IGF-I ndo foi prontamente liberado

e ndo produziu efeitos significativos no ensaio biologico (JIANG et al. 1999).

Um estudo foi realizado com o objetivo de melhorar a capacidade osteogénica
dos materiais aloplasticos, tendo em vista as pobres propriedades osteogénicas desses
substitutos 6sseos. Este estudo foi feito em culturas de células 6sseas osteoblasticas
onde se associou PDGF-BB em diferentes concentracdes a materiais aloplasticos tais
como B -TCP ou CaSOs4. Evidenciou-se uma melhora na resposta bioldgica
regenerativa. As culturas celulares que receberam a associacdo PDGF-BB e B —TCP
apresentaram um aumento significativo na proliferacdo de osteoblastos, maior formacao
de matriz ostedide quando comparado ao B —TCP isolado. Os resultados sugerem que
a associacdo de materiais aloplasticos ao fator de crescimento PDGF-BB torna esse
material de enxertia mais eficiente (BATEMAN et al. 2005).

Foi demonstrado em um estudo “in vitro” que o PDGF-BB que é secretado por
osteoclastos podem regular a quimiotaxia dos osteoblastos. Os resultados concluiram
que durante a sua diferenciacdo, osteoclastos derivados de células Raw264.7 ou
progenitores primarios da medula 6ssea adquirem a capacidade de secretar fatores
guimiotaticos capazes de atrair precursores osteoblasticos e, em menor grau,

osteoblastos maduros nos quais secretam PDGF-BB, que € reconhecido por receptor
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de PDGF- B (PDGF-B) na superficie de osteoblastos, regulando assim a quimiotaxia
destes (SANCHEZ-FERNANDEZ et al. 2008).

Krattinger e colaboradores demonstraram através de um estudo “in vitro” que a
associacdo de células Osseas fetais humanas (HFBC) a arcabougos podem induzir
formacao Ossea, e que, além disso, as céluas-tronco mesenaquimais humanas (HMSC)
apresentam alta capacidade proliferativa na presenca deste fator de crescimento
(KRATTINGER et al. 2011).

4.2.2 PDGF - Estudos em animais

Em um estudo em cées, avaliou-se a influéncia do rhPDGF-BB (fator de
crescimento derivado de plaguetas recombinante humano) na formacéo ossea inicial
apos aumento lateral de rebordo utilizando BCP (fosfato de célcio bifasico) e
regeneracao 0ssea guiada, em combinacdo com uma membrana de colageno nativa
(CM), através de uma avaliacdo histomorfométrica. Oito defeitos do rebordo lateral de
mandibula do tipo crénico em quatro cdes beagle (dois defeitos cada) foram alocados
aleatoriamente em um uma boca dividida da seguinte maneira: BCP (fosfato de calcio
bifasico) + rhPDGF-BB (fator de crescimento humano derivado de plaquetas) + CM
(membrana de colageno) como teste e BCP (fosfato de célcio bifasico) + CM
(membrana de colageno) como controle. Apds 3 semanas, 0s blocos dissecados foram
preparados para imuno-histoquimica e histomorfometria. Os resultados mostraram que
ambos 0s grupos exibiram um padrdao comparavel de vasos sanguineos e formacao
0ssea que se originou principalmente do 0sso alveolar adjacente. No entanto, os locais
de teste revelaram uma reatividade pronunciada do antigeno TG, que foi associada
com valores estatisticamente significantes de AA médios (8,5 + 0,9 mm2 versus 7,1
1,1 mm2) e MT (2,7 £ 0,9 mm2 versus 1,7 = 0,8 mm2) em comparacdo com os locais de
controle (P <0,05; teste t pareado). Conclui-se entdo que BCP (fosfato de célcio
bifasico) + rhPDGF-BB (fator de crescimento humano derivado de plaguetas) pode ter o
potencial de auxiliar os estagios iniciais da regeneracdo 0ssea guiada em defeitos
cronicos laterais de cristas (SCHWARZ et al. 2009).
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Em outro estudo, foi avaliado o padrao inicial de angiogénese e formacao 6ssea
apos aumento lateral de rebordo, usando rhPDGF e regeneragdo 0ssea guiada atraves
de estudo imuno-histoquimico em cées. Observaram-se os efeitos de rhPDGF-BB no
enxerto localizado utilizando um osso mineral natural (NBM) e a influéncia da
membrana de colageno (CM) sobre a atividade do fator da seguinte maneira: 0s
defeitos da crista alveolar do tipo cronico (em quatro caes) foram alocados
aleatoriamente em um projeto em que a boca foi dividida da seguinte maneira: na
maxila foram utilizados ossso mineral natural + fator de crescimeto derivado de
plaguetas + membrana como grupo teste, comparado com 0sso mineral natural + fator
de crescimento (sem a membrana de colageno) como grupo controle; e na mandibula
0osso mineral natural + fator de crescimento derivado de plaquetas + membrana de
colageno como grupo teste versus 0sso mineral + membrana de colageno (sem o fator
de crescimento) como grupo controle. Ap6s 3 semanas, 0s blocos foram preparados

dissecados para andlise imuno-histoquimica e histomorfométrica.

Os resultados mostraram que tanto os grupos teste quanto os grupos controle,
apresentaram angiogése, crescimento tecidular e indice de mineralizagdo satisfatorios.
Concluiu-se que o rhPDGF-BB embebido em NBM (osso natural mineral) pode ter o
potencial de auxiliar a formacgédo 6éssea em defeitos cratero lateral crénicos e a aplicacéo
da membrana colagena néo parece interferir com a atividade do fator, mas assegurou

uma estabilizacdo das particulas do enxerto (SCHWARZ et al. 2010).

4.2.3 PDGF - Estudos em humanos

PDGF é uma glicoproteina cujas atividades sdo mitogénese, angiogénese,
ativacdo de macrofagos e promocéo de quimiotaxia (MARX; CARLSON, 1996).

O PDGF é um importante sinalizador molecular que vem ganhando destaque
desde um ensaio clinico em humanos, onde demonstrou-se que a utilizagdo de 0,15

mg/ml de PDGF-BB e IGF-1 resultou em um significativo aumento no preenchimento de
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defeitos 6sseos periodontais, quando comparado ao retalho isolado (HOWELL et al.
1997).

O rhPDGF-BB foi aprovado pela FDA (Food and Drug Administration), com o
nome comercial de GEM 21S, apés a publicagdo de um estudo prospectivo,
multicéntrico, randomizado, triplo cego envolvendo 180 pacientes que demonstrou que
o uso de rhPDGF-BB foi seguro e eficaz no tratamento de defeitos 6sseos periodontais
(NEVINS et al. 2005).

Simion, Rochietta e Dellavia (2007) pulicaram um relato de caso clinico em que
dois pacientes, que apresentavam extensos defeitos 6sseos foram submetidos a um
aumento tridimensional da crista usando um xenoenxerto em combinacdo com o
rhPDGF-BB. O paciente 1 apresentava crista alveolar atrofica do sitio edéntulo, como
mostrado na figura 1(A). Ele recebeu um bloco de matriz bovina infundido com PDGF
gue foi fixado por dois parafusos, com o objetivo de aumentar a crista horizontalmente
como mostrado na figural(B). Apds 5 meses foi feita uma radiografia para avaliacdo do
enxerto como mostrado na figura 1(C), com aspecto satisfatério. Apés 5 meses,
realizou-se entdo a reentrada e trés implantes foram instalados com sucesso, como
mostra a figura 1(E). A imagem radiografica dos implantes apds o carregamento, 6
meses apos a instalacdo dos implantes, mostrou resultados positivos, como mostrado
na figura 1(F). Os resultados histol6gicos mostraram-se positivos como mostrados na

figuras 2 .

Figura 1 - Aumento lateral de rebordo.Aspectos clinicos e radiogréficos.
(PACIENTE 1) - (A) Crista alveolar atréfica do sitio edéntulo no paciente 1. (B)
Bloco bovino desproteinizado infundido com rhPDGF-BB. (C) Aspecto
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radiografico no momento da reentrada (5 meses). (D) Vista clusal no momento da
reentrada. (E) Trés implantes s&o colocados no quadrante posterior esquerdo da
mandibula. (F) Aparéncia radiogréafica dos trés implantes ap6s o carregamento (6

meses apoés a instalacdo dos implantes).

Fonte: SIMION; ROCCHIETTA; DELLAVIA, (2007)
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Figura 2 - Aumento lateral de rebordo. Cortes histolégicos - (PACIENTE 1) -
Histologia de uma amostra no momento da instalagcdo dos implantes. (G ) Viséo
geral histolégica dab n espécime corada com azul de toluidina / pironina G.
Observa-se formacdo de osso novo ao longo da amostra. As lacunas de
reabsorcdo nas trabéculas de xenoenxerto, associadas a formagdo O6ssea em
curso, sdo detectaveis (ampliacdo original 12,5). (H ) Maior ampliacdo de uma
trabécula de xenoenxerto embutida no osso regenerado. Formacdo Ossea
continua na porcdo central das trabéculas Osseas bovinas desproteinizadas.
Observe a lacuna na porcgéao central do xenoenxerto, preenchido com 0Sso novo e

forrado por osteoblastos (ampliacéo original 160).

G ' H
Fonte: SIMION; ROCCHIETTA; DELLAVIA, (2007)

O paciente 2, apresentava um defeito Osseo vertical, como mostrado
radiograficamente na figura 3(A) e clinicamente na figura 3(B). Foi realizado
procedimento de aumento vertical da crista que combinava particulas de 0sso bovino
desproteinizadas embebidas em uma matriz de colageno contendo PDGF-BB, como
mostrado na figura 3(C). Trés implantes foram instalados. Os resultados clinicos e
radiograficos mostraram excelente cicatrizagdo de tecido mole e duro apdés 5 meses,
como mostrado respectivamente nas figuras 3(D), 3(E). Observou-se sucesso no
aspecto histoldégico como mostrado na figura 4. Os 0ss0s se regeneraram em toda a
area e as particulas de xenoenxerto foram incorporadas no 0sso, que apresentaram

lacunas de reabsorcédo proximas a areas com formagdo 6ssea em curso. I1sso indicou
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que, em areas enxertadas, a remodelacdo fisiologica intensa estava em andamento
(SIMION; ROCCHIETTA; DELLAVIA, 2007).

Figura 3 - Aumento vertical de rebordo. Aspectos clinicos e radiograficos.
(PACIENTE 2): (A) Aspecto radiografico do defeito 6ésseo vertical profundo na
mandibula posterior esquerda antes do enxerto. (B) Aparéncia clinica do defeito
o0sseo vertical (profundidade de 11 mm.) (C) As particulas de osso bovino
desproteinizadas embutidas em uma matriz de colageno e infundidas com
rhPDGF-BB, posicionadas em cima do defeito. (D) Aparéncia clinica do sitio apos
5 meses de cura. O defeito 6sseo apareceu completamente preenchido com um
tecido duro, clinicamente parecido com osso e exibindo um ganho vertical total
de cerca de 8 mm. (E) Aparéncia radiogréafica apds o carregamento e restauracao

de trés implantes dentérios de titanio colocados no local regenerado
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E
Fonte: SIMION; ROCCHIETTA; DELLAVIA, (2007)

Figura 4 - Aumento vertical de rebordo. Aspectos histolégicos. (PACIENTE
2) - Visado geral histolégica da espécime. O osso maduro regenerado lamelar é

exibido em contato com o xenoenxerto (ampliacéao original 200 x).

Fonte: SIMION; ROCCHIETTA; DELLAVIA, (2007)

Sugere-se entdo que o uso de rhPDGF-BB em combinagdo com um enxerto
bovino desproteinizado pode ter o potencial de regenerar grandes defeitos alveolares

tridimensionais em seres humanos.

Geurs et al. (2014) avaliaram a cicatrizacdo de alvéolos enxertados e nao
enxertados e o efeito do PRP e do rhPDGF-BB no remodelamento inicial. Seu estudo

envolveu 41 pacientes, cujo plano de tratamento incluiam extracdo de dentes anteriores
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e pré-molares. Os pacientes foram randomizados em quatro grupos conforme esquema

da figura 5:

Figura 5 - Esquema de divisdo dos grupos. Grupo 1. tampéao colageno
(controle); Grupo 2 : FDBA/B-tricalcio fosfato (B-TCP) /tampdo colageno; Grupo 3:
FDBA/B-TCP/plasma rico em plaquetas (PRP) /tampdo colageno; Grupo 4:
FDBA/B-TCP/fator de crescimento derivado de plaquetas (rhPDGF-BB) /tampéo

colageno.

GRUPO1: GRUPO3:
TAMPAO COLAGENO FDBA+B-TCP+ PRP +
(CONTROLE) tampao colageno
GRUPO?2: GRUPO4:
FDBA+ B-tricalcio FDBA +B-TCP +
fosfato (B-TCP) + rhPDGF-BB + tamp3ao
tampao colageno colageno.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em 8 semanas colheu-se uma amostra dos 41 alvéolos. Foram identificadas
diferencas significativas na distribuicdo tecidual entre os grupos e entre os diferentes
tercos do nucleo colhido. Novo osso e matriz organica amorfa foram observados no
grupo controle. Em locais onde o enxerto 0sseo foi combinado com fatores de
crescimento, a quantidade de particulas residuais foi menor que em locais onde o
enxerto 6sseo foi usado isoladamente. Conclui-se entdo que a inclusdo do enxerto de
substituicdo Ossea suprimiu nova formacgdo éssea durante a cicatrizagdo inicial. A
inclusdo de PRP e rhPDGF-BB produziu menos osso residual, indicando um turnover
mais rapido do enxerto 6sseo. Todos os tratamentos alcancaram uma significativa

guantidade de osso novo vital em 8 semanas (GEURS et al. 2014).
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Em outro estudo, Ntounis et al. (2015), avaliaram a qualidade 6ssea clinica,
histologica e histomorfométrica de alvéolos humanos apds extracdo utilizando
aloenxerto de osso liofilizado mineralizado (FDBA) associado ou ndo a fatores de
crescimento. O estudo foi realizado nos mesmos quarenta e um pacientes do estudo
citado acima. Ap0s 8 semanas de cicatrizacdo, os implantes foram instalados. Os
clinicos avaliaram a qualidade 6ssea de acordo com a classificacdo de Misch. A
inclusdo do aloenxerto promoveu o deslocamento da qualidade D4 (classificacdo de
Mish) para D3, embora isso ndo tenha eliminado completamente a incidéncia da
qualidade D4. Porém, a inclusdo de PRP (plasma rico em plaquetas) e rhPDGF-BB
(fator de crescimento derivado de plaguetas) aumentou a qualidade 6ssea eliminando a
incidéncia de D4. Além disso, conclui-se que o uso de PRP e rhPDGF-BB melhora e

diminui o tempo de cicatrizacdo antes da instalacdo de implantes.

4.3 BMPs - Proteinas Osseas Morfogenéticas

As proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) sdo polipeptideos pertencentes a
superfamilia TGF- B (fator transformador do crescimento ), e sdo encontradas nas
formas de BMPs derivadas dos ossos e BMPs recombinantes humanas. S&o
produzidas por osteoblastos e atuam na neoformacdo o&ssea. Elas estimulam
principalmente a diferenciacdo de células mesenquimais e da medula O6ssea em
condrdcitos, originando uma ossificacdo do tipo endocondral ou através do estimulo da
proliferacdo de células osteoprogenitoras que se diferenciam em odontoblastos
maduros, produtores de proteinas da matriz 6éssea. A BMP-2 é descrita como
responsavel pelo recrutamento, diferenciacdo e multiplicacdo das células osteogénicas
(WOZNEY, 1995) e (HOLLINGER et al. 1998).

A principal relevancia clinica de sua utilizagédo se deve a capacidade de encurtar
o inicio da fase protética, sendo indicadas em casos de grandes perdas 0Osseas.
(GONCALVES et. al 1998).
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As BMPs sao disponibilizadas com um carreador para proteger o defeito 6sseo
da invasdo de tecidos fibroso e muscular dentro do defeito 6sseo, viabilizando a
presenca de vasos sanguineos e células mesenquimais. As esponjas de colageno

absorviveis (ACS) tem se mostrado como melhor opc¢éo de carreador (SHMIDT, 2006).

As 35 BMPs sdo encontradas no mercado na forma de pdé liofilizado e
associadas ao carreador por meio de agua estéril antes de serem aplicadas no leito
cirdrgico (BLOCK; ACHONG, 2006).

Através de um intenso trabalho de pesquisa na engenharia genética, conseguiu-
se isolar a principal proteina para a regeneracao 6ssea, a morfogenética tipo 2 (BMP-2)
e em seguida derivar sinteticamente esta proteina, denominando-a em Proteina Ossea
Morfogenética Recombinante Humana-2 (rhBMP-2). Em marco de 2007, a rhBMP-2
(INFUSE® Bone Graft), associada a uma esponja de coldgeno como material
transportador teve sua aprovacdo comercial regulamentada pela U.S. Food and Drug
Administration (FDA) para uso odontolégico com indicacdo para levantamento de seio
maxilar, enxertos de rebordo alveolar localizado e de defeitos associados a alvéolos de
extracdo (SMITH et al. 2008).

Os osteoblastos sdo as principais células envolvidas na formacdo e reparacéo
O0ssea. As células mesenquimas estaminais (MSCs), ilustrada na figura 6(A), sdo as
células precursoras dos osteoblastos. S&o indiferenciadas, multipotentes, encontradas
na medula Ossea, periésteo e tecido muscular de menor extensdo. Elas tém a
capacidade de se diferenciar em varios tipos de células diferentes, incluindo
osteoblastos e condroblastos. O osteoblasto, mostrado na figura 6(B) em forma de
ilustragé@o, produz um novo 0sso sobre uma matriz de colageno e inicia a liberacao de
sinais biologicos que direcionam a formagdo e remodelagdo Ossea. Estes sinais
biolégicos atraem as MSCs e outras células formadoras de ossos para o local de
formacdo 6ssea e causam a diferenciacdo das MSCs em osteoblastos. (MEDITRONIC
PACKAGE INSERT, 2007).
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Figura 6 - (A) llustracao de uma MSC; (B) Osteoblasto.

Fonte: Bone Graft Certain Oral Maxillofacial and Dental Regenerative Uses, 2007

As BMPs-2, mostrada na figura 7 em forma de ilustracdo, tem a capacidade de
induzir a migracao, proliferacdo e diferenciacdo das células mesenquimais in vitro e,

portanto, podem estar envolvidas em cada estagio de formacéo 0ssea in vivo.

Figura 7 - Estrutura da proteina BMP-2

Fonte: Bone Graft Certain Oral Maxillofacial and Dental Regenerative Uses, 2007

A versdo recombinante da BMP € a versdo comercial de uma solucao
extremamente pura de uma Unica BMP. A proteina morfogenética 6ssea recombinante
humana-2 (rhBMP-2) é uma proteina osteoindutora comprovada e € fabricada utilizando
0 gene que codifica a BMP-2 para o ser humano (ZETOLA; LARSON, 2007); (SMITH, et
al. ,2008).
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A combinacédo de rhBMP-2/ACS em quantidades adequadas é capaz de induzir a
cascata de eventos celulares envolvidos no processo de indugdo 6ssea, iniciada pelas
células mesenquimais indiferenciadas ao redor dos tecidos, nas quais sao as primeiras
a infiltrarem na esponja rhBMP-2/ACS que foi implantada, como mostra a ilustracdo da

figura 8.

Figura 8 - Células do meio infiltrando a esponja ACS com rhBMP-2

Fonte: Bone Graft Certain Oral Maxillofacial and Dental Regenerative Uses, 2007

A esponja é degradada, as células mesenquimais se diferenciam em células
formadoras de osso e iniciam o processo de formacdo de trabéculas Osseas e/ou
cartilaginosas com invasdo vascular simultdnea (angiogénese). O processo de
formacdo 6ssea se desenvolve a partir do exterior do implante de rhBMP-2/ACS em
direcdo ao centro até que ocorre a substituicdo por osso trabecular.(MEDITRONIC
PACKAGE INSERT, 2007)

As células mesenquimais indiferenciadas e osteoblastos do osso sangrante, do
musculo e do periésteo infiltram no implante de rhBMP-2/ACS. Estudos “in vitro” tém
demonstrado que as rhBMP-2 podem estimular a migracdo quimiotatica especifica de
células 6sseas formadoras (MEDITRONIC PACKAGE INSERT, 2007)

As células mesenquimais indiferenciadas entdo se proliferam para dentro do sitio

de implantacdo da rhBMP-2/ACs. A rhBMP-2 tem a capacidade de aumentar a
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proliferacao de linhas celulares multipotentes, como mostrado na figura 9 em ilustragéo,

nas quais sdo capazes de se diferenciarem em osteoblastos.

Figura 9 - Uma célula MSC se dividindo em duas

Fonte: Bone Graft Certain Oral Maxillofacial and Denal Regenerative Uses, 2007

Através de receptores especificos localizados nas células mesenquimais
indiferenciadas, ocorre uma ligacdo entre a rhBMP-2 e a MSC provocando sua

diferenciacdo em células formadoras de osso conforme ilustracdo da figura 10.

Figura 10 - (A) llustracdo de uma MSC; (B) Osteoblasto.

Fonte: Bone Graft Certain Oral Maxillofacial and Denal Regenerative Uses, 2007

SMITH et al. (2008) afirmaram que as BMP-2 sdo osteoindutoras, controladoras
de substancias que iniciam o desenvolvimento de tecidos e que também estédo
envolvidas na mediacdo da condensacdo das células mesenquimais que aparecem
antes das estruturas 6ésseas maduras em ambas as ossificagdes, intramembranosa ou

endocondral.
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4.3.1 BMPs — Estudos “in vitro”

O efeito in vitro da rhBMP-2 sobre a diferenciacdo osteogénica e mitogénica foi
examinado em duas linhas celulares clonais de células semelhantes a osteoblastos de
ratos em diferentes estdgios de diferenciacdo, ROB-C26 (C26) e ROB-C20 (C20). Os
resultados indicam claramente que a rhBMP-2 esta envolvida, pelo menos in vitro, ndo
s6 na inducao da diferenciacao de células precursoras de osteoblastos em células
osteoblasticas mais maduras, mas também na inibicdo da diferenciacdo miogénica
(YAMAGUCHI et al. 1991).

Kawasaki et al. (1998) investigaram os efeitos da rhBMP-2 na diferenciacdo de
células isoladas de osso humano, musculo e pele. Células isoladas de ossos de seis
pacientes (HBM-1 a HBM-6), musculo de cinco pacientes (HM-1 a HM-5) e pele de trés
pacientes (HF-1 a HF-3). Os resultados sugeriram que o rhBMP-2 é um potente
estimulador da diferenciacdo dos osteoblastos e da formacdo O6ssea em células

humanas.

Um estudo realizado por LUO et. al (2011), avaliou o efeito sinérgico da proteina
morfogenética 6éssea 2 (BMP-2) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
no reparo de defeitos 6sseos em torno de implantes dentarios.

Cinco grupos foram fabricados por meio de um método de liofilizacdo, (Grupo 1).
quitosano / colageno puro. (Grupo 2)Carregado com adenovirus que expressam BMP-
2, (Grupo 3) adenovirus que expressam VEGF (Grupo 4) ambos os adenovirus que
expressam BMP-2 e VEGF. (Grupo 5) proteina VEGF e adenovirus que expressam

BMP-2, como mostrado figura 11.
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Figura 11 — Esquema de divisdo dos grupos do estudo citado. (Grupo 1).
quitosano / colageno puro. (Grupo 2)Carregado com adenovirus que expressam
BMP-2, (Grupo 3) adenovirus que expressam VEGF (Grupo 4) ambos o0s
adenovirus que expressam BMP-2 e VEGF. (Grupo 5) proteina VEGF e adenovirus

gue expressam BMP-2.

GRUPO 1: GRUPO 2: GRUPO 3:
quitosano / colageno puro carregado com adenovirus adenovirus que expressam
que expressam BMP-2 que expressam VEGF
~
GRUPO 4: GRUPO 5:
ambos os adenovirus que proteina VEGF e adenovirus
expressam BMP-2 e VEGF gue expressam BMP-2

Fonte: Elaborado pela autora.

Os autores investigaram in vitro se as células do estroma da medula 6ssea eram
sensiveis a esses suportes ao longo do tempo, e in vivo, a capacidade de formacéao de
0SS0, 0 contato osso-implante, bem como os valores de torque de remocéo. As
diferencas entre os varios grupos foram analisadas estatisticamente usando o teste
unidirecional de analise de variancia. Os resultados encontrados do estudo in vitro
revelaram uma exploséo e liberacéo rapida de VEGF com uma expressao sustentada
de alto nivel de BMP-2 nos suportes combinados com proteina VEGF e adenovirus
gue expressam BMP-2. A histomorfometria demonstrou que suportes que expressam
BMP-2 melhoraram a formacgéao 6ssea em comparacado com outros grupos. O VEGF
sozinho é insuficiente para promover a formagéo 6ssea. A nova formacao 0ssea nos
defeitos 6sseos em torno de implantes dentarios, contato 6sseo-implante e torque
médio de remoc¢do mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
vetor adenoviral que codifica a proteina 2 morfogenética do osso humano (Ad-BMP-2) e
proteina VEGF e adenovirus que expressa BMP -2. Além disso, a combinacao da
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proteina VEGF e o Ad-BMP-2 representaram os melhores resultados neste modelo.
Conclui-se entao que uma combinacéo de gene BMP-2 e proteina VEGF poderia ter um

efeito sinérgico na promocao da cicatrizacéo 0ssea.

4.3.2 BMPs — Estudo em animais

Gutwald et al. (2010) publicaram um trabalho no qual se comparou 0 aumento
de seio maxilar utilizando-se rhBMP-2 associada a uma esponja de poly-D L-lactic-co-
glycolic acid gelatine (PLPG) e aumento de assoalho de seio maxilar com 0Sso
autdgeno esponjoso peélvico concomitantemente com instalagcdo de implantes. Varios
estudos ja demostraram os efeitos positivos da utilizacdo das BMPs na geracao de
0SSO, porém o0s autores objetivaram estudar também os efeitos da rhBMP-2 na
instalacdo dos implantes feita no mesmo tempo que o levantamento de seio maxilar em
ovinos; e ainda avaliar o impacto de diferentes sistemas de implantes, bem como o
posicionamento dos implantes na formacdo Ossea, se a rhBMP-2 fosse utilizada em
procedimentos de levantamento de seio maxilar. O estudo foi feito em 9 ovelhas que

foram divididas em 3 grupos.

As nove ovelhas adultas foram submetidas a elevacao bilateral do seio maxilar.
Em um lado (grupo de teste), o levantamento do seio foi realizado com rhBMP-2 em
uma esponja PLPG, enquanto o lado contralateral serviu de controle usando 0sso
esponjoso da crista iliaca. Trés implantes diferentes (Branemark, 3i e Straumann) foram
inseridos simultaneamente com o aumento do seio maxilar ou como procedimento de
duas etapas 6 semanas depois. Os animais foram sacrificados as 6 e 12 semanas para
avaliacdes histologicas e histomorfométricas durante as quais o contato 0sso - implante

(BIC) e a densidade 0ssea (BD) foram avaliados.

Os resultados mostraram que os implantes instalados do grupo de rhBMP-2
tiveram um aumento significativo do contato implante-osso (BIC) e densidade 6ssea
(BD) em relacdo ao enxerto com 0sso autdbgeno como demonstrado respectivamente

nos graficos 1 e 2:
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Gréafico 1: Contato implante-osso (Al, A2 e B) com diferentes sistemas de
implantes. Diferenca estatistica encontrada apenas entre rhBMP-2 e grupo
controle, ap6s 12 semanas e implantacdo simultanea.
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Fonte: Gutwald et al. (2010) JOURNAL OF CRANIO-MAXILLO-FACIAL SURGERY, 2010

Gréfico 2: Densidade 6ssea nos diferentes grupos.
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Fonte: Gutwald et al. (2010) JOURNAL OF CRANIO-MAXILLO-FACIAL SURGERY, 2010

Concluiu-se que o uso de rhBMP-2 associado a uma esponja de PLPG
aumentou o contato osso-implante, assim como a densidade Ossea nos seios
enxertados em comparagao com 0 0Sso autdogeno indiferentemente do tipo de sistema
de implante utilizado. Os implantes obtiveram um alto indice de contato osso-implante,
independentemente do tipo de enxerto que foi realizado.

4.3.3 BMPs — Estudos em humanos

Howell et al. (1997) demonstraram que o uso de rhBMP-2/ACS para preservar 0s
alvéolos de extracdo e para aumento lateral de rebordo em defeitos localizados é
seguro e viavel. O estudo foi realizado em 24 meses, com a participacdo de doze
pacientes, seis com preservacao de alvéolos de extracdo e seis com aumento lateral de
rebordo. O trabalho foi segregado em duas partes, na primeira avaliou-se, apos 4
meses, a seguranca e o periodo de inducdo 6ssea em curto prazo; na segunda avaliou-
se a osseointegracao, restauracao funcional e seguranca em logo tempo com o uso de
rhBMP-2/ACS. A seguranca dos pacientes foi monitorada através de exames clinicos,
radiograficos, coleta de amostras sanguineas para medir a formacédo de anticorpos. A
viabilidade técnica foi avaliada pela coleta de informacdes relacionadas as propriedades
de rhBMP-2/ACS. Nos resultados clinicos observou-se que rhBMP-2/ACS teve boa
tolerancia localmente e sistemicamente sem apresentar nenhum evento adverso. O
dispositivo foi facilmente manuseado e adaptado ao rebordo em alvéolos de extracao.
Todos os sitios apresentaram dureza e preenchimento a palpacao nas primeiras quatro
semanas, porém, notou-se uma perda de volume em algumas areas entre a quarta e

oitava semanas. Houve preenchimento 6sseo em todos os alvéolos de extracao.

Cochram et al. (2000) e colaboradores, demonstraram que a rhBMP-2 / ACS
pode ser usado com seguranca em pacientes humanos. Eles fizeram um estudo piloto
em 12 pacientes com acompanhamento de 3 anos. O primeiro objetivo e o principal foi
avaliar a seguranca em longo prazo destes pacientes tratados com rhBMP-2 associada
a ACS, utilizadas em alvéolos de extracdo ou em aumento lateral de rebordo, e
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posterirormente, o segundo objetivo foi avaliar os implantes colocados nos locais

desses enxertos.

ApoOs 4 meses da colocacdo das esponjas, a implantacdo de rhBMP- 2/ACS
(0,43 mg/ml) foi considerada segura (avaliacdo clinica, radiografias periapicais e
ocorréncias adversas), conforme mostra a figura 12. Durante esses 3 anos, implantes
foram instalados nas areas tratadas com rhBMP-2/ACS. Foram colhidas amostras de

bidpsias 0sseas para realizacao de analises histologicas.

Figura 12 - (F) Radiografia ap6s instalacao do implante; (G) Ap6s 3 anos
com restauracao definitiva, (H) Radiografia do elemento ap6s 3 anos; (l) Biopsia

apos 30 semanas da colocacao de rhBMP-2/ACS (aumento de 2x).

Fonte: J PERIODONTOL, 2000

Dois anos apds a implantagdo de rhBMP-2/ACS, ndo foram observadas
ocorréncias adversas, negativas ou inesperadas. Os implantes instalados nos 10
pacientes (6 em alvéolos de extracao e 4 em aumento de rebordo lateral) apresentaram
estabilidade clinica em todas as avaliacdes e todos foram funcionalmente restaurados.
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No estudo histolégico, observou-se formagéo de tecido 6ssseo normal idéntico ao tecido 6sseo nativo ao
redor do enxerto, como mostrado na figura 13.

Figura 13 - Bidpsia ap6s 30 semanas da colocacdo de rhBMP-2/ACS -

Aumento de 10x. (WB) Tecido 6sseo; (LB) Osso lamelar.
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Fonte: J PERIODONTOL, 2000

Apos trés anos de acompanhamento de exames clinicos, foram observados que
todos os implantes tinham niveis 6sseos marginais normais e tecidos peri-implantares
saudaveis. Os resultados sugerem que a rhBMP-2/ACS a 0,43 mg/mL pode ser usada
com seguranca em alvéolos de extracdo e aumento de rebordo lateral local e que,
esses locais podem receber terapia com implantes e carregados funcionalmente sem
complicacbes (COCHARAN et al. 2000).

Jung et al. (2003) apresentaram um trabalho clinico para testar se a adi¢cdo de
rhBMP-2 a um substituto 6sseo mineral (Bio-Oss®) poderia melhorar a terapia de
regeneracdo o0ssea em relacdo ao volume, densidade e maturacdo. Trinta e quatro
implantes foram instalados em 11 pacientes (parcialmente edentulos) com necessidade
de aumento lateral de rebordo. Todos os defeitos foram enxertados com substitutos
0sseos xendgenos e membrana de colageno reabsorvivel (Bio guide®), sendo que no

grupo teste, os enxertos xendgenos foram adicionados a rhBMP-2. Os defeitos 6sseos
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peri-implantares foram medidos a partir do ombro do implante ao primeiro contato de
osso-implante e apdés um periodo médio de seis meses, os defeitos residuais foram
novamente medidos. Foram realizadas 22 bidépsias com broca trefina. Na primeira
avaliacdo, a altura do defeito 6ésseo era de 7 mm no grupo teste e de 5,8 no grupo
controle. Na segunda avaliacdo, o defeito diminuiu para 0,2 mm no grupo teste e para
0,4 mm no grupo controle, mostrando um resultado estatisticamente significativo. A
analise histométricas mostrou uma densidade média de 37% de novo osso formado no
grupo teste e de 30% no grupo controle. A fracdo de osso mineralizado identificado
como osso lamelar maduro foi de 76% no grupo teste e de 56% no grupo controle. Nos
sitios tratados com rhBMP-2, 57% da superficie das particulas de substituto 6sseo
estavam em contato direto com o novo osso formado, enquanto apenas 30% do grupo
controle apresentava este contato. Conclui-se que a combinacdo de 0sso xenégeno
mineral (Bio-Oss) com rhBMP-2 pode aumentar o processo de maturacdo da
regeneracdo 0ssea e pode aumentar o contato 0sseo do enxerto ao 0SSO hativo em
humano e que a rhBMP-2 tem potencial de melhorar previsivelmente e acelerar a

terapia de regeneracao 0ssea guiada (JUNG et al. 2003).

Posteriormente, Fiorellini et al. (2005), examinaram a eficacia de duas doses de
rhBMP-2/ACS em 80 pacientes que necessitavam de preenchimento do alvéolo apo6s
exodontia. Os grupos foram organizados da seguinte maneira: nenhum enxerto
(controle), apenas a esponja ACS (placebo) e outro com colocacdo de duas
concentracbes de rhBMP-2/ACS (0,75 mg/cc ou 1,5 mg/cc). Os resultados
demonstraram que os sitios tratados com 1,5 mg/cc de rhBMP-2/ACS tiveram cerca de
duas vezes a quantidade de osso em relacdo aos grupos controle preservando a altura
da crista e aumentando significativamente a largura e comprimento do alvéolo da
extracdo. A maturacdo do o0sso para colocacdo de implante dental era
aproximadamente duas vezes melhor no grupo tratado com rhBMP-2/ACS do que nos
grupos controle. Além disso, a histologia em bidpsias 6ésseas ndo mostrou diferenca
entre o0 0sso induzido por rhnBMP-2 e 0 osso nativo (FIORELLINI, HOWELL, et al., 2005)
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Em 2007, um estudo piloto randomizado foi realizado pela empresa Medtronic,
com o objetivo de avaliar a seguranca e eficacia do INFUSE® Bone Graft no
procedimento de enxertos de levantamento de assoalho de seio maxilar. Este estudo
contou com 160 pacientes, nos quais 82 foram tratados com rhBMP-2/ACS a 1,5 mg/cc
e 78 com enxertos 0sseos apenas, ou com alguma combinacdo associada ao 0Sso
alogeno. Apds a insercéo de INFUSE® Bone Graft, foi feito um acompanhamento de 4 a
12 meses durante o processo de formacgdo dssea, 12 meses durante a osseointegracao
e 12 meses ap0s a colocacdo da prétese. Foram feitas andlises tomograficas e
histol6gicas. Seis meses apoés, observou-se que a média das alturas ésseas era de
7,83 para os enxertos com uso de INFUSE® e 9,46 para o enxerto 6sseo autdgeno
convencional. No estudo histolégico observou-se que ambos 0s grupos apresentavam
formacdo de novas trabéculas Osseas bioldgica e estruturalmente semelhantes ao
tecido 6sseo. Apés 6 meses de carga funcional, o grupo que usou INFUSE® mostrou
uma taxa de sucesso do implante de 79%, sendo que a taxa esperada era a de 73%.
Depois de 12 meses de carga, as taxas de sucesso de ambos os grupos foram
similares (MEDITRONIC PACKAGE INSERT , 2007)

4.4 PRP - Plasma Rico em Plaquetas

O plasma rico em plaquetas (PRP) € uma fonte autdgena e de baixo custo que
contém fatores de crescimento (FC), preparado a partir de pequena quantidade de
sangue total retirado do préoprio paciente, no periodo pré-operatério (LIEBERMAN;
DALUISKI; EINHORN, 2002).

As plaguetas sdo os primeiros componentes presentes no local do trauma e,
guando ativas liberam fatores de crescimento que tém participacdo direta no processo
de reparo tecidual por regular e estimular eventos celulares de mitogénese, guimiotaxia,
diferenciacdo e metabolismo. Devido a esta capacidade de promocao de reparo um
aumento na concentracdo das plaquetas no enxerto 6sseo causa melhora no processo
de cicatrizagcédo, obtém-se regeneragcédo 0ssea mais rapida e densa. Dentre os fatores de

crescimento encontrados no PRP, estdo: o fator de crescimento derivado das
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plaquetas (PDGF), o fator transformador de crescimento B (TGF- B) e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF). (FREYMILLER; AGHALOO, 2004).

De acordo com Dohan et al. ( 2006) o uso dos concentrados plaguetarios, se
justifica porque as plaquetas estdo diretamente ligadas ao processo de hemostasia e
cicatrizacdo. Elas séo estruturas discoidais e anucleares formadas na medula 6ssea de
megacariocitos. Sua vida 0til € de 8 a 10 dias, e 0 seu citoplasma contém muitos
granulos cujo conteudo é segregado no momento da ativacdo (fibronectina,
protrombina, fibrinogénio e outros fatores de coagulagédo, promotores de crescimento,
inibidores de fibrindlise, imunoglobulinas, etc.). Os granulos densos contém calcio,
serotonina, etc. Além disso, uma membrana plaguetaria € uma camada dupla de
fosfolipidios em que os receptores para muitas moléculas séo inseridas (colageno,
trombina, etc.). A ativacdo das plaquetas é fundamental para iniciar e apoiar a
hemostasia devido a agregacdo nos sitios lesionados e as interagcbes com 0s
mecanismos de coagulacdo. No entanto, a degradacdo também implica uma liberacao
de citocinas capazes de estimular uma migracao celular e uma proliferacdo dentro da
matriz de fibrilacdo, iniciando os primeiros estagios de cura. Em seu artigo “Platelet-rich
fibrin (PRF): A second-generation platelet concentrate. Part | Technological concepts
and evolution.”, Dohan et. al (2006), descrevem a seguinte técnica para obtencédo de
PRP:

A) O sangue venoso é tomado com anticoagulante para evitar a ativacao e
degranulacao das plaquetas.

B) A primeira centrifugacao ("rotacao suave") permite a separagdo do sangue em
3 camadas distintas como demonstrado na figura 14. Na parte inferior do tubo
encontram-se os corpusculos de sangue vermelho.Na parte superior do tubo econtra-se
o plasma pobre em plaquetas (PPP), a camada de plasma acelular € composta
principalmente de moléculas plasmaticas circulantes (em particular, fibrinogénio). Ema
uma camada intermediaria entre essas duas fica a concentracdo de plaquetas (apenas
5% do volume total).

C) Usando uma seringa estéril, transfere-se PPP, PRP e alguns corpusculos de

sangue vermelho para outro tubo, sem anticoagulante.
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D) Realiza-se outra centrifugacdo. A concentracdo de plaquetas passa a ser
agora na parte inferior do tubo. Obtem-se mais uma vez 3 camadas distintas: na parte
inferior do tubo alguns corpusculos de sangue vermelho residuais presos na parte
inferior do plasma acelular (PPP) e entre as 2 camadas esta localizado o cPRP —

apresentado no segundo tubo da figura 14.

Figura 14 - Técnica para obtencdo do cPRP processing.
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Fonte: Dohan et. al (2006)

e) Nesta fase, torna-se facil coletar o PRP com uma seringa. Descarta-se a
maior parte do PPP, deixando apenas soro suficiente para colocar as plaquetas
concentradas em suspenséo. A unidade é entdo agitada suavemente para obter um
CcPRP pronto para usar.

f) cPRP E ent&o misturado com trombina bovina e cloreto de célcio no

momento da aplicacédo, com a ajuda de uma seringa de mistura.

4.4.1 - PRP - Estudos “in vitro”
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He et al. (2009) fez um estudo para avaliar o efeito das caracteristicas bioldgicas
do plasma rico em plaquetas (PRP) e plasma rico em fibrina (PRF) na proliferacao e
diferenciacdo de osteoblastos em ratos. Para isso coletou-se amostras de sangue de 14
voluntarios saudaveis (7 homens) com idade média de 23,2 2,24 anos. PRP e PRF
foram preparados com protocolos padrdo. Os exsudados de PRP e PRF foram
coletados nos momentos de 1, 7, 14, 21 e 28 dias.

Os niveis de fator de crescimento derivado de plaquetas AB (PDGF-AB) e o
fator de crescimento transformante 1 (TGF-1) foram quantificados em PRP e PRF. Em
seguida, os exsudados de PRP e PRF foram utilizados para cultura de osteoblastos de
calvaria de rato. As caracteristicas bioldgicas dos osteoblastos foram analisadas in vitro
durante 14 dias. Os resultados demonstraram que o PRP liberou as maiores
guantidades de TGF-1 e PDGF-AB no primeiro dia, seguido de liberagéo
significativamente diminuida em pontos de tempo posteriores. O PRF liberou a maior
guantidade de TGF-1 no dia 14 e a maior quantidade de PDGF-AB no dia 7. Os
exsudados de PRP coletados no dia 1 e os exsudados de PRF coletados no dia 14
expressaram atividade maxima de fosfatase alcalina (ALP), embora n&o foi
significativamente mostrado. As células tratadas com exsudados de PRF coletados no
dia 14 atingiram o pico de mineralizacdo significativamente maior do que o controle
negativo e os grupos de controle positivo. PRF é superior ao PRP, dos aspectos de
expressdo de ALP e inducéo de mineralizagao.

Conclui-se entdo que o PRF liberou fatores de crescimento autélogos
gradualmente e expressou um efeito mais forte e duravel sobre a proliferacdo e

diferenciacdo de osteoblastos de ratos do que PRP in vitro.

4.4.2 PRP - Estudos em animais

Barbosa et al. (2008) apresentou neste trabalho um protocolo para confecgéao de
PRP e demonstra alguns aspectos da sua utilizagdo na reparacdo 0ssea de caes. O
protocolo foi desenvolvido a partir de sangue coletado por puncéo jugular em trés caes

adultos, pesando em média 20kg. Para avaliagdo da aplicacdo clinica e dos aspectos
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da reparagéo 6ssea, foram criadas duas falhas mediais no terco proximal de cada tibia.
Assim, a falha 1 nao foi preenchida, constituindo o controle, a falha 2 foi preenchida
com 3mg de enxerto 0sseo autégeno da crista da tibia, a falha 3 com gel de plaquetas
(PRP) e a falha 4 com a associacdo PRP e 3mg de enxerto 6sseo autdogeno. O
protocolo laboratorial proposto mostrou-se de facil execucdo e de baixo custo e
possibilitou a concentracdo adequada de plaguetas no PRP final, cujo namero foi
dependente da contagem inicial no sangue total de cada animal. Comparou-se a
radiopacidade na regidao da falha, em todos os tratamentos, e demonstrou-se que 0
PRP associado ao enxerto determinou maior precocidade e uniformidade de
radiopacidade, quando comparada com a falha preenchida apenas por PRP e ao
enxerto isolados, sendo que ambos determinaram melhores resultados de

preenchimento ao comparar-se com a falha sem tratamento.

De acordo com Anitua (2004) apud MONTEIRO et al. (2010), o plasma rico em
plaguetas auxilia no processo de reparacdo tecidual uma vez que atua por meio da
estimulacdo quimiotatica que sao promovidas pela presenca de proteinas sanguineas,

moléculas e fatores de crescimento.

O estudo apresentado utilizou-se de 32 camundongos machos da linhagem
C57BL/6 isogénicos com 6 meses de idade. Dos animais utilizados, oito deles foram
doadores de sangue para obtencdo do PRP e os demais vinte e quatro foram

separados em grupo controle e grupo PRP para realizar o experimento.

Os animais foram tricotomizados na porcdo dorsal do cranio permitindo a
exposicdo do osso parietal. Com o auxilio de ferramentas mecanicas, foi realizado um
defeito na regido parietal com exposicdo das meninges. O grupo dos animais em que
seria aplicado o PRP recebeu o preenchimento de plasma com gel enquanto o outro
grupo nédo recebeu o mesmo tratamento. Todos o0s integrantes receberam uma

membrana cortical desmineralizada de origem bovina reabsorvivel.
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As avaliacdes foram realizadas em periodos de 10, 30, 60 e 90 dias onde eram
feitas as pesagens, identificacio dos animais e eutanadsia. Nas avalicbes
macroscopicas 0s animais de ambos 0s grupos ndo apresentaram crescimento 0sseo

fora das margens receptoras e abaixo da meninge.

Em ambos os grupos, o osso novo do preenchimento da fissura realizada era
mais fino do que o o0sso receptor. Porém, no que diz respeito ao percentual de
reparacao 0ssea, 0s animais do grupo que foi tratado com PRP apresentou melhores

valores de reparacao.

Tabela 1 - Percentual médio de reparacdo Ossea exibida por periodo de
observacao, para os animais do grupo de controle (GC) e tratado com PRP (GP), e
valores de P calculados confrontando dados do percentual de preenchimento
0sseo por periodo, do tratamento realizado no GP versus tratamento realizado no
GC.

Tratamanto Periodo (dias) Médizs das dreas (mm”) Percentnal de reparapio dszea (mm”™)  Valor de P calealado
GC 10 22133 21,880
» g =0.0216*
GP 10 18,344 35,53 P=0,0216
GC 30 13,B63 51,069 n
GP 30 13,338 52,832 P=02589
GC ] 11.B43 58,199 .
GP 60 10,719 62,166 P=0,0002
GC 90 10,495 62,957 i
or 80 0196 67,542 P=0.0285

* valores estatisticamente siguficativos — P=0,05.

Fonte: Barbosa et al. (2008)

Diante da tabela 1, pode-se observar que somente no periodo de avaliacdo de
30 dias, os grupos apresentaram valores de crescimento significativo. Entretanto, em
todos os periodos, o grupo que foi submetido ao tratamento com PRP apresentou

crescimento maior do que aquele apresentado pelo grupo controle.

O tratamento com o PRP em gel apresentou efeitos significativos no tratamento
dos defeitos 6sseos presentes no cranio dos camundongos. Contudo, ao final dos 90

dias da observacdo, os resultados do tratamento deixaram a desejar visto que os
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defeitos ndo foram totalmente preenchidos e o processo de reparagéo nao foi suficiente
para completa-lo.

Corroborando com os resultados encontrados por Marx (2004) apud MONTEIRO
et al. (2010) os efeitos do PRP em gel foram mais relevantes nos primeiros dias apos a
aplicacado onde houve maior liberacéo de fatores de crescimento presentes no plasma.
Dentre os componentes presentes no PRP que tiveram maior relevancia no processo,
destacam-se as citocinas e os fatores de crescimento, essenciais para 0 processo de
cicatrizagcdo, aumento da vascularizacdo e regeneracao tecidual. Dessa forma o PRP
foi considerado como importante instrumento para a regeneragéo 6ssea principalmente

nos primeiros dias decorridos da aplicacdo (MONTEIRO et al. 2010)-.

4.4.3 PRP - Estudos em humanos

KHAIRY et al. (2013) fizeram um estudo do tipo RCT para avaliar o potencial
benéfico da adicdo de PRP ao osso autdgeno utilizado no levantamento do seio maxilar
(LSM) e detectar se ha uma diferenca significativa da qualidade 6ssea dos seios

enxertados usando 0sso autégeno com ou sem PRP.

O estudo contou com 15 pacientes saudaveis, de ambos 0s sexos, com a idade
variando de 22 a 54 anos (média de 38 anos), parcialmente edéntulos na maxila
posterior unilateral ou bilateral, e indicados para o levantamento do seio maxilar
seguido de insercdo do implante. Esses pacientes foram divididos em dois grupos:
Grupo I: 5 pacientes foram submetidos ao levantamento do seio maxilar com enxerto
0sseo autégeno e inser¢cdo do implante aos 6 meses apos o enxerto. No Grupo II: 10
pacientes foram submetidos ao levantamento do seio maxilar com enxerto 0sseo
autogeno mesclado com PRP preparado a partir do proprio sangue do paciente com
insercdo do implante aos 4(Grupo Il B) ou 6 meses (Grupo IIA) apés o enxerto,
conforme esquema da figura 15. Os pacientes foram distribuidos aleatoriamente para
0s grupos de estudo e os sexos nao foram distribuidos de forma igual. A randomizacéao

foi realizada utilizando o processo de ocultacdo de alocacéo, pelo qual o investigador
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qgue inscreveu os participantes ndo conheceu antecipadamente qual grupo a proxima

pessoa pertenceria.

Figura 15 - Divisdo dos pacientes

/ Grupo | \ / Grupo I \

5 pacientes 10 pacientes
LSM com osso autégeno - implante (apds 6 A. 5 pacientes: LSM com osso autégeno + PRP >
meses do LSM) implante (ap6s 6 meses do LSM)

B. 5 pacientes: LSM com 0sso autégeno + PRP >

K j Kimplante (ap6s 4 meses do LSM) /

Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise dos sitios foi realizada com radiografia panoramica em todos os casos.
Casos com altura 6éssea de 5 mm ou menos foram incluidos para a pesquisa. Foi feito
um modelo de estudo, um guia cirdrgico e um modelo de acrilico transparente formado
a vacuo contendo bolas de metal de didmetro conhecido como um marcador
radiografico para determinar a ampliagdo da imagem.Os resultados clinicos foram
satisfatorios e sem intercorréncias, apresentando cicatrizacdo normal apds a primeira e

segunda cirurgia.

Resultados radiograficos (densidade 0ssea)

Grupo I: o enxerto foi submetido a reabsor¢cdo extensa nos primeiros 3 meses
pos-enxerto. Houve diminuicdo estatisticamente significativa na densidade éssea média
de 6 meses pés-implantacédo em comparagao com a medi¢do pos-cirargica imediata. Os
autores atribuem a essa diminuicdo da densidade Ossea a reabsorcéo prolongada do
enxerto autdbgeno, que € substituido por osso novo, formado por células provenientes

da periferia do enxerto ou de células vivas presentes no enxerto.
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Nos Grupos IlA e 1IB: os enxertos apresentaram mudangcas minimas na
densidade 6ssea média nos primeiros 3 meses pos-enxerto, provavelmente devido ao
potencial regenerativo do PRP, contendo diferentes fatores de crescimento, na
aceleracdo dos processos de cicatrizacdo de tecido mole e 6sseo e remodelacéo
0ssea. Comparando a densidade 6ssea 6 meses apds a implantacdo com a medi¢cédo
pés-cirdrgica imediata, houve uma diminuicdo estatisticamente significativa na
densidade 6ssea média no Grupo A, enquanto que no Grupo IIB ndo houve variacao
estatisticamente significativa na densidade 6ssea média, como o efeito do aumento da
regeneracao 6ssea pareceu restringido a tempos de tratamento mais curtos, como

demonstrado no grafico 3:

Grafico 3: Densidade 6ssea média estimada radiograficamente durante todo o
experimento.

@ Group | @ Group A ® Group IIB]

Mean bone density

Immediate post-grafting  3months post-grafting Immediate post- 3months post- 6months post-
implantation implantation implantation

Fonte: KHAIRY et al. (2013)
Resultados da analise histomorfométrica
No momento da implantac&o, o Grupo | mostrou o valor médio mais significativo

estatisticamente (p = 0,003 *) (39,5 + 7,4). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre o Grupo IllA (27,3 £ 6,3) e o Grupo IIB (28 * 4,1); Ambos mostraram
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os valores médios mais baixos estatisticamente significantes,como mostrado no grafico
4:

Gréfico 4: Encontrados histomorfométricos na implantacéo.

Mean

H8R8HSE &

-
LE I - ]

o

Group | Group 1A Group 18

Fonte: KHAIRY et al. (2013)

Grupo | apresentou o valor médio mais alto estatisticamente significativo (39,5 *
7,4, p = 0,003). O enriguecimento com PRP ndo melhora significativamente a
densidade 6ssea ou o valor morfométrico aos 3 meses ap6s o enxerto. Os enxertos
0sseos enriquecidos com PRP foram associados com densidade éssea superior aos 6

meses apés 0 enxerto

Resultados histolégicos no momento da colocacéo do implante

No grupo |, o exame microscopico das sec¢es coradas com H-E da biépsia do
nucleo revelou numerosas trabéculas 6sseas recém-formadas irregulares dispersas no
local do enxerto 0Osseo. Ostedcitos entortados foram observados dentro dessas
trabéculas, enquanto os osteoblastos foram observados em sua borda. Foram
observadas linhas de reversdo denotando o padrdo ritmico de deposicdo do 0SSO
recém-formado. As trabéculas osteoides recém-formadas foram separadas por grandes

espacos de medula. Os vasos sanguineos dilatados e poucas células inflamatorias



55

crbnicas, principalmente linfocitos e células plasmaticas, foram vistos dentro dos

espacos da medula.

Figura 16 - Uma fotomicrografia do Grupo 1 apdés um periodo de
cicatrizacdo de 6 meses revelando inuUmeras trabéculas 6sseas recém-formadas,
mostrando ostedcitos presos (O) e osteoblastos (seta). Poucas células
inflamatérias crénicas (l), dentro dos espacos da medula (M) mostrando areas de
fibrose marcadas (F) (H-E 200).

Fonte: KHAIRY et al. (2013)

Nos Grupos IlA e IIB, o exame microscopico das sec¢des coradas com H-E da
biépsia do nucleo revelou a deposicdo de trabéculas 6Osseas recém-formadas
irregulares tentando preencher o local do enxerto. A viabilidade dessas trabéculas foi
confirmada pela presenca de ostedcitos presos dentro desse tecido ostedide. Os
bordos osteoblasticos indicaram a deposicao continua. Os restos do material de enxerto
foram detectados na periferia do local do enxerto, adjacente ao 0sso maxilar original.
Algumas células inflamatorias crénicas, principalmente linfocitos e células plasmaticas,
foram observadas dentro da medula. As linhas de reversdo que denotam o padréo
ritmico de deposicdo do tecido ostedide recém-formado também foram demonstradas

nas figuras 15 e 16.
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Figura 17 - Uma fotomicrografia do Grupo I[IA apés um periodo de
cicatrizacdo de 6 meses revelando trabéculas 6sseas recém-formadas irregulares,
mostrando ostedcitos presos (O), rimming osteoblastico (seta) e linhas de
inversao (R). Poucos linfocitos (L) sdo observados dentro dos espacos da medula
(M) (H-E 200 x).

Fonte: KHAIRY, SHENDY et al. (2013)

Figura 18 - Uma fotomicrografia do Grupo IIB que ilustra as linhas de
reversao (setas) vistas dentro das trabéculas 6sseas recém-formadas irregulares.
Os vasos sanguineos dilatados (B) e poucas células inflamatérias crénicas (I) sao

vistos dentro dos espagos da medula (H-E 200 x).

Fonte: KHAIRY et al. (2013)

Em conclusédo, este estudo mostrou que o0 0sso autégeno, seja enriquecido com

PRP ou ndo, é altamente biocompativel e bem tolerado quando utilizado como enxerto
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nos procedimentos de aumento do seio maxilar. O PRP melhora as propriedades de
manipulacdo do material de enxerto associado, facilitando a colocacao e a estabilidade
do enxerto. O enriqguecimento com PRP ndo melhora significativamente a densidade
O0ssea ou o valor morfométrico aos 3 meses apds 0 enxerto, mas o enxerto 0sseo
enriquecido com PRP foi associado a densidade éssea superior aos 6 meses pos-

enxerto.

Bae, Kim e Myung (2011) publicaram uma meta-analise que avaliou a eficacia da
utilizacdo do plasma rico em plaquetas em enxertos 0sseos sinusais agregados a
materiais de enxerto 6ésseos utilizados para regeneracédo 6ssea. Os autores utilizaram a
base de dados PubMed e EMBASE, ambos no periodo de 2000 a janeiro de 2010, e o
Cochrane Central Register of Controlled Trials na Cochrane Library no periodo de 2002
a janeiro de 2010. Foram slecionados apenas casos clinicos controlados em humanos
gue relataram sobre os efeitos dos enxertos realizados com o plasma rico em plaquetas
em implantes dentarios. Dos 61 artigos que tratavam da tematica foram utilizados
apenas 8 artigos, sendo 6 ensaios cinicos controlados randomizados e 2 ensaios
clinicos controlados ndo randomizados. Os estudos relatavam 352 enxertos 0sseos
sinusais em 191 pacientes onde 178 eram enxertos 6sseos sinusais com PRP com
combinacao de outros fatores e 174 enxertos ésseos sinusais sozinhos como grupo de
controle. Em quatro dos estudos analisados que relatavam sobre a sobrevivéncia do
implante, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os implantes realizados
no grupo de intervencéo tratados com PRP e o grupo de controle de efeitos fixos. Assim
como nao foram encontradas diferencas significativas no contato osso implante. Em
contrapartida, no que diz respeito a formacdo Ossea, o grupo tratado com PRP
apresentou resultados significativamente melhores do que os apresentados pelo grupo
de controle de modelos aleatorios. Diante da meta-analise e dos resultados
encontrados, ha um parecer favoravel para a utilizacdo do PRP para a formacéo 0ssea
uma vez que ele diminui o tempo de cicatrizacdo nos enxertos 0sseos sinusais e auxilia
no processo de formagdo Ossea nos estagios iniciais mesmo que ndo tenham sido
encontrados indicios que de o uso do PRP influencie na durabilidade do implante em

longo prazo.
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4.5 PRF - Plasma Rico em Fibrina

O PRF foi desenvolvido na Franca por Choukroun para uso especifico na
cirurgia oral e maxilofacial. Ele pertence a uma nova geracdo de concentrados de
plaguetas, com processamento simplificado e sem manuseio de sangue bioquimico.
Durante o processamento de PRF por centrifugacéo, as plaguetas séo ativadas e sua
degranulacdo macica implica uma liberacdo de citocinas muito significativa. Estudos
revelaram que a polimerizacao lenta de fibrina durante o processamento de PRF leva a
incorporacao intrinseca de citocinas plaquetarias e cadeias de glicano nas malhas de
fibrina, o que signfica que, o PRF, ao contrario dos outros concentrados de plaquetas,
seria capaz de liberar progressivamente citocinas durante a remodelacdo da matriz de
fibrina. Esse mecanismo pode explicar as propriedades curativas clinicamente
observadas do PRF. As 3 principais citocinas de plaguetas desempenham um papel
fundamental nos mecanismos de cicatriza¢do inicial, devido & capacidade que possuem
de estimular a migracéo e proliferacao celular (particularmente por PDGFs) e induzem a
remodelacdo da matriz de fibrina, bem como a secrecdo de uma matriz de colageno
cicatricial (particularmente por TGF). Os fatores de crescimento semelhantes a insulina
(IGFs) I e 1l séo reguladores positivos de proliferacédo e diferenciacdo para a maioria dos
tipos de células. Embora essas citocinas sejam mediadores de multiplicacédo de células,
em geral, eles constituem o principal eixo da regulacdo programada da morte celular
(apoptose), induzindo sinais de sobrevivéncia que protegem as células de muitos

estimulos apoptéticos matriciais (DOHAN et al. 2006).

Para a obtencédo do PRP nédo se faz necessario anticoagulante nem trombina
bovina (nem nenhum outro agente gelificante). A técnica descrita por Dohan et al.
(2006) em seu artigo “Platelet-rich fibrin (PRF): A second-generation platelet
concentrate”. Part | Technological concepts and evolution, € muito simples: uma
amostra de sangue é tomada sem anticoagulante em tubos de 10 mL que s&o
imediatamente centrifugados a 3000 rpm, por 10 minutos. A figura 20(A) mostra a

centrifuga de mesa PC-02 utilizada neste trabalho publicado.
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A auséncia de anticoagulante implica a ativagcdo em poucos minutos da maioria
das plaguetas da amostra de sangue em contato com as paredes dos tubos e a
liberacdo das cascatas de coagulacédo. O fibrinogénio € inicialmente concentrado na
parte alta do tubo, antes que a trombina circulante a transforme em fibrina. Um coagulo
de fibrina é entdo obtido no meio do tubo, apenas entre os corpusculos vermelhos na
parte inferior e o plasma acelular na parte superior conforme mostrado nas figuras 19 e

20 (B). As plaguetas séo teoricamente presas de forma aparente nas malhas de fibrina.

Figura 19 - A centrifugacdo do sangue imediatamente apds a coleta permite
a composicdo de um codagulo de fibrina estruturado e resistente no meio do tubo,
apenas entre os corpusculos vermelhos na parte inferior e o plasma acelular no

topo.

<+ Acellular Plasma (PPP)

- Fibrin clot (PRF)

Red corpuscules base.

Fonte: Dohan et. al (2006)
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Figura 20 - (A) centrifuga PC-O2, Process, Nice, Franca; (B) Ap6s a coleta
do proprio PRF; (C); Membranas de fibrina autélogas; (D) Membranas de fibrina

autélogas apoés remocéao do soro do coagulo.

Fonte: Dohan et. al (2006)

A membrana de fibrina entdo é obtida, figura 19(C). E necessario a remoc&o do
soro, para que a membrana de fibrina autéloga fique pronta para ser utilizada como

mostrado na figura 20(D).

4. 5.1 PRF - Estudos “in vitro”

Dohan et al. (2010) desenvolveram um estudo com o objetivo de analisar os
efeitos in vitro do PRF em células-tronco mesenquimais do osso humano (BMSC),
colhidas na cavidade oral apés a estimulacdo endosteal pré-implante. BMSCs de
culturas primarias foram cultivadas com ou sem uma membrana de PRF originaria do
mesmo doador que para as ceélulas, em condi¢cdes de proliferacdo ou diferenciacao
osteoblastica. ApGs 7 dias, as membranas PRF foram removidas. Uma série de culturas

foram realizadas utilizando 2 membranas PRF, a fim de medir o efeito dose-



61

dependente. A contagem de células, os testes de citotoxicidade, a quantificacdo da
atividade da fosfatase alcalina (ALP), a contagem de nddulos de coloragdo e
mineralizacdo de Von Kossa foram realizados aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias. Uma ultima
série independente foi realizada em até 14 dias, para uma observacdo de microscépio

eletrdnico de varredura morfologica (SEM).

Os resultados demonstraram que o PRF gerou uma estimulacéo significativa da
proliferacéo e diferenciacdo de BMSC ao longo do periodo experimental. Este efeito foi
dependente da dose durante as primeiras semanas em condi¢ées normais e durante
toda a experimentacdo em condicdes de diferenciacdo. As culturas sem PRF em
condicbes de diferenciagdo ndo aumentaram acima do grau de diferenciacdo das
culturas em condi¢cBes normais com 1 ou 2 PRF até o dia 14 e 28, respectivamente. A
andlise da cultura SEM no dia 14 permitiu mostrar os nddulos de mineralizacdo que
eram mais numerosos e mais estruturados nos grupos com PRF em compara¢do com
0s grupos controle. As conclusbes sugerem que a reducdo dupla de proliferacéo /
diferenciacdo deve ser devido aos numerosos componentes do PRF, particularmente a
presenca de leucdcitos: qualquer cultura com PRF €, de fato, uma concentracdo com
leucécitos. A combinacdo de BMSC e PRF sobre todas as aplicagbes clinicas e

biotecnoldgicas tem potencial e merece novos estudos.

4 5.2 PRF — Estudos em animais

Oncu et al. (2016) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
osseointegracao induzida por plasma rico em fibrina e leucécitos (L-PRF) e o contato
osseo-implante (BIC) em um modelo animal experimental. O estudo contou com doze
coelhos brancos da Nova Zelandia de 4 meses de idade. ApOs anestesia geral, obteve-
se 3-5 mL de sangue a partir da artéria central da orelha dos coelhos e preparou-se L-
PRF. Foram criadas duas cavidades de implante (5 mm de comprimento e 3 mm de
diametro) em cada tibia com um total de quatro cavidades em cada animal. Duas
dessas cavidades foram selecionadas e cobertas com PRF (grupo de teste). O L-PRF

restante foi usado para absorver os implantes colocados nas tomadas cobertas L-PRF.
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Outras cavidades foram deixadas como controles. No total, foram colocados 48
implantes. Os animais foram sacrificados apés duas, trés ou quatro semanas. Foram
obtidas amostras histolégicas e os tecidos foram avaliados histomorfométricamente
para contato Osseo-implante e nova formacdo Ossea. Resultados: as andlises
histomorfométricas dos defeitos revelaram que o L-PRF era detectavel até a segunda
semana. A aplicacdo de L-PRF aumentou a taxa e a quantidade de formacgdo Ossea
nova no grupo experimental em comparacdo com o grupo de controle. O contato 0sso-
implante foi aumentado quando a superficie foi pré-molhada com LPRF (P <0,01). Os
resultados deste estudo demonstraram que o aplicacdo L-PRF pode aumentar a
guantidade e a taxa de nova formacdo 6ssea durante o periodo de cicatriza¢do precoce

e proporciona uma osseointegracao mais rapida em torno dos implantes.

Boéllkbas et al. (2013) fizeram um estudo histoldgico para avaliar a eficacia do
PRF misturado com fosfato de célcio bifasico (BCP) na regeneracao 6ssea em defeitos
0sseos criados cirurgicamente. O estudo envolveu 6 ovelhas. Foram criados defeitos de
5 mm de didmetro nas duas tibias de cada animal. Os defeitos foram deixados vazios
ou foram enxertados com BCP, PRF ou BCPpPRF. Os animais foram mortos aos 10, 20
e 40 dias. As espécimes foram submetidas a andlise histolégica e histomorfométrica.
Os resultados encontrados foram que nenhum dos grupos apresentou sinais de
necrose, a inflamacéao foi observada em todos os grupos em 10 dias; 2 espécimes de
PRFpBCP e todos os defeitos vazios apresentaram infiltracdo de células inflamatérias
aos 20 dias. Durante o periodo de avaliacao de 40 dias, o grupo PRFpBCP apresentou
0s maiores indices de novo o0sso. Os outros 3 grupos apresentaram resultados
estatisticamente similares. Nos grupos BCP e PRFpBCP os indices do enxerto residual
foram diminuidos em intervalos de tempo consecutivos. A diferenca entre os dois
grupos nao foi estatisticamente significativa durante o0 acompanhamento. Este estudo
revelou um aumento histomorfométrico na formacéo 6éssea com a adicdo de PRF a BCP

em defeitos criados cirurgicamente em tibias de carneiro.
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4.5.3 PRF - Estudos em humanos

Dohan et. al (2006), no seu artigo: “Platelet-rich fibrin (PRF): A second-
generation platelet concentrate. Part V: Histologic evaluations of PRF effects on bone
allograft maturation in sinus lift”, avaliou o potencial de PRF em combina¢cdo com o
aloenxerto 0Osseo liofilizado (FDBA) para melhorar a regeneracdo 0Ossea no
levantamento do assoalho sinusal.

Foram realizados nove levantamentos de seio maxilar, nos quais 6 o PRF foi
adicionado a particulas de FDBA (grupo de teste), e em 3 FDBA sendo que o PRF nao
foi utilizado (grupo controle). Quatro meses depois para o grupo de teste e oito meses
depois para o grupo de controle, os espécimes 0sseos foram colhidos da regido
aumentada durante o procedimento de inser¢cdo do implante para andlise histoldgica.
Os resultados das avaliagBes histolégicas revelaram a presenca de o0sso residual
cercado por osso recém-formado e tecido conjuntivo. Apds 4 meses de cura, a
maturacdo histologica do grupo de teste parece ser idéntica a do grupo controle apés
um periodo de 8 meses. Além disso, as quantidades de osso recém-formado foram
equivalentes entre os 2 protocolos. Conclui-se entdo que o levantamento do seio
sinusal com FDBA e PRF levam a uma reducdo do tempo de cicatrizagdo antes da
colocacao do implante. Do ponto de vista histologico, esse tempo de cura pode ser
reduzido para 4 meses, mas estudos em larga escala ainda sdo necessarios para
validar esses primeiros resultados. (CHOUKROUN et al. 2006).

Tajima et al. 2013 realizou um estudo que incluiu pacientes submetidos ao
levantamento de seio maxilar com instalagcdo de implante simultaneo, utilizando PRF
como 0 Unico material de enxerto, entre julho de 2009 e janeiro de 2011 no
Departamento de Cirurgia Oral e Maxilofacial do Hospital Universitario de Nagasaki.
Para cada paciente, pré-cirirgico e pos-cirargico (6 meses apos a cirurgia) foram
realizadas radiografia e tomografia computadorizada para avaliar da formacdo Ossea
nos locais dos implantes. A densidade (em unidades de Hounsfield [HU]) do osso recém

formado e a altura do osso a partir do assoalho do seio até a crista alveolar onde os
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implantes foram inseridos foi medido usando o software de planejamento de implantes
(Simplant, Materialize Dental).Foram realizados nove levantamentos de seio maxilar e
17 implantes foram colocados em seis pacientes. A altura 6ssea residual média entre o
assoalho do seio e a crista alveolar foi 4,28 + 1,00 mm (intervalo de 1,9 a 6,1 mm) antes
da cirurgia e 11,8 £ 1,67 mm (intervalo, 9,1 a 14,1 mm) apoés cirurgia. A crista 6ssea
alveolar foi suficientemente larga para a colocacédo do implante em todos os casos. A
densidade média de ganho de osso novo ao redor dos implantes foi de 323 + 156,2 HU
(intervalo, 185 a 713 HU). Todos os implantes foram clinicamente estaveis no momento
da insercdo do pilar, 6 meses apds o levantamento do seio. Conclui-se com esse
trabalho que o levantamento de seio maxilar com colocacédo simultanea de implantes

usando PRF como o Unico material de enxerto pode promover regeneracao 0ssea.
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5 DISCUSSAO

5.1 PGDF

Estudos in vitro comprovaram que o PDGF associado a materiais de enxerto
melhoram sua efetividade. Jiang e colaboradores (1999) examinaram a interacdo da
matriz Ossea bovina com PDGF-BB e IGF-I. Eles comprovaram através dos
experimentos que o PDGF-BB foi adsorvido de forma significante a matrix 0ssea
bovina, aumentando a proliferacdo de células osteoblasticas cultivadas quando
comparadas com a matrix isolada, mehorando assim a capacidade osteogénica deste

material de enxerto 6sseo.

Resultados parecidos também foram observados com a utilizacdo do
PDGF associado a materiais aloplasticos, como mostrou um estudo in vitro realizado
por Bateman et al. (2005) em culturas de células ésseas osteoblasticas, no qual se
associou PDGF-BB em diferentes concentracdes a § -TCP ou CaSO4 . Observou-se
uma melhora na resposta biolégica regenerativa. A associacdo apresentou também um
aumento significativo na proliferacédo de osteoblastos além de maior formacao de matriz
ostedide quando comparado ao B - TCP isolado. Portanto esses resultados sugerem
que a associacdo de materiais aloplasticos ao fator de crescimento PDGF-BB torna
esse material de enxertia mais eficiente e que essa associacao melhora a capacidade

osteogénica.

O PDGF-BB também tem capacidade de promover quimiotaxia celular dos
osteoblastos como demonstrado em um estudo in vitro por Sanchez-Fernandez e
colaboradores (2008); e em células mesenquimais progenitoras como evidenciado em

um estudo de células realizado por Krattinge et al. ( 2011).

Considerando os resultados de dois estudos em cées feitos por Schwarz et al.
(2010) e Schwarz et al. (2009), onde se avaliou primeiramente, a influéncia do rhPDGF-
BB na formacgéo 0ssea inicial apés aumento lateral de rebordo utilizando BCP (fosfato

de calcio bifasico) e regeneracdo 0ssea guiada, em combinacdo com uma membrana
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de coladgeno nativa (CM), e depois, 0 padrdo inicial de angiogénese e formacéo 6ssea
apos aumento lateral de rebordo, usando rhPDGF e regeneracdo 0Ossea guiada,
presume-se que a associacdo de BCP + rhPDGF-BB tem potencial de auxiliar os
estagios iniciais da regeneracdo 6ssea guiada em defeitos crbénicos laterais de cristas

assim como rhPDGF-BB embebido NBM (osso natural mineral).

As descobertas e hipéteses levantadas nos estudos in vitro e em animais foram
de grande importancia, pois impulsionaram os estudos em humanos. A partir de um
ensaio clinico realizado por Howell et al. (1997), determinou-se que o uso do PDGF e
IGF na concentragdo de 0,15 mg/ml teve significativo aumento no preenchimento de
defeitos 6sseos periodontais, quando comparado ao retalho isolado. Em 2005, apés um
estudo multicéntrico do tipo RCT, envolvendo 180 pacientes, desenvolvido por NEVINS
et al. (2005), provou-se a seguranca e a eficiéncia do PDGF no tratamento de defeitos
0sseos periodontais. ApoOs este estudo o FDA aprovou seu uso com 0 home comercial
de GEM 21.

Clinicamente parece que o uso de rhPDGF-BB em combinagdo com um enxerto
bovino desproteinizado, pode ter o potencial de regenerar grandes defeitos alveolares
tridimensionais em seres humanos, de acordo com um relato de caso clinico realizado
por Simion et al. (2007) em que dois pacientes apresentavam extensos defeitos 6sseos
foram submetidos a um aumento tridimensional da crista usando um xenoenxerto em
combinacdo com o rhPDGF-BB. Os achados clinicos e histolégicos mostraram
excelente cicatrizacéo de tecido mole e duro.

A associacdo de PRP e rhPDgf-BB produz menos o0sso residual, parecendo
ocorrer um turnover mais rapido do enxerto 6sseo, como mostrado em um estudo
publicado por Geurs et al. (2014), que envolveu 41 pacientes, com o objetivo de avaliar
a cicatrizacao de alvéolos enxertados e ndo enxertados e o efeito desta associagdo no
remodelamento inicial. Além disso, em outro estudo, porém envolvendo estes mesmos
pacientes realizados pelos autores em 2015, mostrou que essa associacao

PRP/rhPDGF-BB em alvéolos humanos apos extracdo utilizando aloenxerto de osso
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liofilizado mineralizado (FDBA) aumenta a qualidade 6ssea e diminui o tempo de
cicatrizacdo antes da instalacédo de implantes.

5.2 BMP

Estudos de cultura de células sugerem que a rhBMP-2 esta envolvida, pelo
menos in vitro, na inducdo da diferenciacédo de células precursoras de osteoblastos em
células osteoblasticas mais maduras, Yamaguchi et al., (1991), Kawasaki et al. (1998)
podendo ser um potente estimulador da diferenciacédo dos osteoblastos e da formacéao
0ssea em células humanas. Além disso, o estudo de Yamaguchi et al. (1991) mostrou

gue a rhBMPO02 também parece participar da inibicdo da diferenciacdo miogénica.

Vérios estudos ja relataram certas proteinas morfogénicas 6sseas (BMPs) tem
efeitos positivos na geracao 6ssea. O uso de rhBMP-2 com PLPG-esponja aumenta
BIC (contato osso-implante), bem como BD (densidade 6ssea) em procedimentos de
levantamento de seios maxilares quando comparado ao 0sso autdlogo; de acordo com

um estudo em ovelhas realizado por Gutwal et al. (2010).

Um estudo realizado por Howell et al. (1997) demonstrou que o uso de
rhBMP-2/ACS é seguro e viavel para preservar os alvéolos de extracao e para aumento
lateral de rebordo em defeitos localizados. Os achados clinicos deste trabalho
demonstraram que rhBMP-2/ACS teve boa tolerancia localmente e sistemicamente sem
apresentar nenhum evento adverso e que dispositivo € facilmente manuseado e
adaptado ao rebordo e alvéolos de extracdo. Outro estudo piloto em humanos, com a
participagcédo de 12 pacientes com acompanhamento em longo prazo (3 anos) realizado
por Cochran et al. (2000), também demonstrou que a rhBMP-2 / ACS pode ser usado
com segurancga em pacientes humanos, em alvéolos de extracdo ou em aumento lateral
de rebordo e que esses locais podem receber terapia com implantes e ser carregados

funcionalmente sem complicagbes.
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Resultados semelhantes foram encontrados em mais um estudo clinico,
realizado por Howell et al. (2005), onde testou-se a eficacia de duas doses de rhBMP-
2/IACS em 80 pacientes que necessitavam de preenchimento do alvéolo apoés
exodontia. Os resultados demonstraram que os sitios tratados com 1,5 mg/cc de
rhBMP-2/ACS tiveram cerca de duas vezes a quantidade de osso em relacdo aos
grupos controle preservando a altura da crista e aumentando significativamente a
largura e comprimento do alvéolo da extracdo. A maturacdo do osso para colocacéo de
implante dental era aproximadamente duas vezes melhor no grupo tratado com rhBMP-
2/ACS do que nos grupos controle. Além disso, a histologia em bidpsias 6sseas nédo
mostrou diferenga entre o osso induzido por rhBMP-2 e 0 0SS0 nativo.

Em 2007 o estudo pivotal randomizado realizado pela empresa Medtronic,
também, comprovou a seguranca e eficacia do INFUSE Bone Graft nos procedimentos
de enxertos de levantamento de assoalho de seio maxilar. Este estudo contou com 160
pacientes, nos quais 82 foram tratados com rhBMP-2/ACS a 1,5 mg/cc e 78 com
enxertos 0sseos apenas, ou com alguma combinacdo associada ao 0sso alégeno
(MEDITRONIC PACKAGE INSERT, 2007).

A combinacdo de o0sso xendégeno mineral (Bio-Oss) com rhBMP-2 pode
aumentar o processo de maturacdo da regeneracdo 6ssea e 0 contato 6sseo do
enxerto ao 0sso nativo em humano, além de ter potencial de melhorar previsivelmente e
acelerar a terapia de regeneracao 6ssea guiada de acordo com um estudo clinico
publicado por Jung et al. (2003).

5.3 PRP

Um estudo feito por Barbosa et al. ( 2008) em cées comparou a radiopacidade na
regido de falhas de tibia de cées (falha ndo preenchida, falha com enxerto 6sseo
autégeno, falha com PRP e falha com PRP + enxerto 6sseo autégeno) e demonstrou
gue o PRP associado ao enxerto determinou maior precocidade e uniformidade de
radiopacidade, quando comparada com a falha preenchida apenas por PRP e ao
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enxerto isolados, sendo que ambos determinaram melhores resultados de

preenchimento ao comparar com a falha sem tratamento.

Porém, estudos in vitro comparativos entre PRP e PRF foram feitos por HE, et al.
(2009) para avaliar o efeito das caracteristicas bioldégicas de cada um na proliferacao e
diferenciagdo de osteoblastos em ratos, durante 14 dias demonstraram que. Foi
demonstrado que PRF é superior ao PRP, nos aspectos de expressdo de ALP e
inducdo de mineralizacéo, provavelmente porque o PRF liberou fatores de crescimento
autologos gradualmente e expressou um efeito mais forte e duravel sobre a proliferacéo
e diferenciacdo de osteoblastos de ratos do que PRP in vitro. Os resultados
demonstraram que o PRP liberou as maiores quantidades de TGF-1 e PDGF-AB no
primeiro dia, seguido de liberacdo significativamente diminuida em pontos de tempo
posteriores. O PRF liberou a maior quantidade de TGF-1 no dia 14 e a maior
quantidade de PDGF-AB no dia 7.

Resultados semelhantes sobre a liberacdo de FCs pelo PRP foram encontrados
em um estudo em animais, no qual o PRP foi considerado como importante instrumento
para a regeneracdo 0ssea, principalmente nos primeiros dias decorridos da aplicacao
realizada por Monteiro et al. (2010) em 32 camundongos. Foi evidenciado que os
efeitos do PRP em gel foram mais relevantes nos primeiros dias ap0s a aplicacdo onde
houve maior liberacdo de fatores de crescimento presentes no plasma. Dentre os
componentes presentes no PRP que tiveram maior relevancia no processo, destacam-
se as citocinas e os fatores de crescimento, essenciais para o processo de cicatrizacao,
aumento da vascularizagcédo e regeneracao tecidual. Apesar disso, ao final dos 90 dias
de observacao, os resultados do tratamento ndo foram satisfatérios, ja que os defeitos
nao foram totalmente preenchidos e o processo de reparacdo nao foi suficiente para

completa-lo.

Em um estudo do tipo RCT, contando com 15 pacientes, realizado por Khairy et
al. (2013), para avaliar o beneficio potencial da adicdo da mistura de PRP ao 0sso
autogeno utilizado no aumento do seio maxilar e detectar se ha uma diferenca

significativa da qualidade 6ssea dos seios aumentados usando 0sso autdbgeno com ou
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sem PRP, observou-se os seguintes resultados: o enriquecimento com PRP né&o
melhorou significativamente a densidade 6ssea ou o valor morfométrico aos 3 meses
apos o enxerto, mas o enxerto 0sseo enriquecido com PRP foi associado a densidade
O0ssea superior aos 6 meses poés-enxerto. Foi considerado que o PRP melhora as
propriedades de manipulagdo do material de enxerto associado, facilitando a colocagéo
e a estabilidade do enxerto.

De acordo com os resultados de uma meta-analise publicada por Bae et al.
(2011), com o objetivo de avaliar a eficacia da utilizacdo do PRP em enxertos 0sseos
sinusais associados a materiais de enxerto 6sseo, em quatro dos estudos analisados
gue relatavam sobre a sobrevivéncia do implante, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os implantes realizados no grupo de intervencéo tratados com PRP
e 0 grupo de controle de efeitos fixos. Assim como néo foram encontradas diferengas
significativas no contato osso implante. Porém, em relacéo a formacéo 6ssea, o0 grupo
tratado com PRP apresentou resultados significativamente melhores do que os do
grupo controle. Parece entdo que a utilizacdo do PRP se justifica, para a formacéo
0ssea, uma vez que ele diminui o tempo de cicatrizacdo nos enxertos 6sseos sinusais e
auxiliar no processo de formacdo O0ssea nos estagios iniciais ainda que ndo tenham
sido encontrados indicios que de o uso do PRP influencie na durabilidade do implante

em longo prazo.

5.4 PRF

Resultados positivos em relacdo ao PRF foram observados por Dohan et al.
(2010), em um estudo in vitro envolvendo células tronco mesenquimais do 0sso
humano (BMSC). De acordo com esses autores, parece que o PRF estimula de forma
significativa a proliferagéo e diferenciacdo de BMSCs. Porém os autores acham

necessarios mais estudos em relacdo a esse assunto.

Estudos em animais também apresentaram um parecer favoravel do uso do

PRF. Um trabalho publicado por Oncu et al. (2016), demonstrou que LPRF aumentou a
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quantidade e a taxa de nova formacao 6ssea durante o periodo inicial da cicatrizacao, e

que proporcionou uma osseointegracdo mais rapida em torno dos implantes.

Resultados semelhantes foram observados em um estudo envolvendo ovelhas,
realizado por Bolukbas et al. (2013) para avaliar os efeitos da associacédo de PRF a
BCP. Este estudo revelou um aumento histomorfométrico na formacao 6ssea com a
adicdo de PRF a BCP nos defeitos criados nas tibias dos animais, resultando em

maiores indices de 0sSso novo.

A associacdo de PRF a FDBA (aloenxerto 6sseo liofilizado) em levantamentos de
seio maxilar, parece reduzir o tempo de cura para 8 meses, de acordo com um estudo
realizado por Dohan et al. (2006). Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram
que ap6s um periodo de 4 meses de cura, a maturacdo histoldgica do grupo com a
associacdo PRP+FDBA foi idéntica ao grupo controle apés um periodo de 8 meses. A
guantidade de osso formado também foi equivalente. Porém os autores acreditam ser

necesssarios mais estudos em larga escalar para validar esses resultados.

O PRF como unico material de enxerto também parece promover regeracdo
Ossea, de acordo com Tajima et al. 2013, que realizaram um estudo que incluiu
pacientes submetidos ao levantamento de seio maxilar com instalacdo de implante

simultaneo.
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6 CONCLUSAO

1. O PDGF é um fator de crescimento importante na regeneracéo 6ssea quando
combinado com outros materiais.

2. As BMPrh-2 melhora e acelera a regeneracao 0ssea.

3. O PRP parece nao favorecer resultados significativos na regeneragéo éssea.

4 O PRF tem apresentado resultados significativos em regeneracao 0ssea em
seios maxilares. Mais estudos sdo necessarios para justificar seu uso na
implantodontia.
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