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Resumo

A cicatrizacdo tecidual ¢ um processo complexo e crescente que envolve muitos tipos
celulares e fatores de crescimento (FCs). As plaquetas possuem um papel importante nao
somente na hemostasia mas também na regeneragdo de tecidos danificados. Sdo uma fonte
segura, de baixo custo e facilmente acessivel de FCs. O Plasma rico em Plaquetas (PRP) tem
sido utilizado como fonte de FCs e arcabougo na regeneragio ossea. E um composto
autogeno, seguro, livre de riscos relativos a transmissdao de doencas ou desenvolvimento de
reagdes antigénicas. A racionalidade para o uso local do PRP estd, sobretudo, no aumento dos
niveis de FCs no sitio da ferida apds a degranulacdo plaquetaria. Devido & concentracdo e
liberacdo aumentada desses FCs, o PRP pode potencialmente aumentar o recrutamento e a
proliferagao de células-tronco e células endoteliais. No ramo da engenharia tecidual, a terapia
com células-tronco mesenquimais (CTMs) tem sido bastante explorada em diversos estudos.
As CTMs sdao células multipotentes que possuem capacidade de replicacdo em células
indiferenciadas e podem diferenciar-se em linhagens de tecidos mesenquimais, incluindo
osso, cartilagem, tecido adiposo, tenddes, musculos e estroma medular. Alguns estudos in
vitro demonstraram a influéncia do PRP sobre as CTMs. Lucarelli et al. (2003) avaliaram os
efeitos do PRP sobre CTMs de origem humana e observaram um aumento significativo no
nimero dessas cé€lulas no terceiro, sexto € nono dia do experimento quando estas foram
cultivadas com 10% de PRP. Uma vantagem potencial da associagio CTMs-PRP ¢ que ela ¢

simultaneamente osteogénica, osteocondutiva e osteoindutiva, devido a capacidade de

formagdo 6ssea das CTMs e a presenca dos FCs secretados pelas plaquetas em um arcabougo



tridimensional de fibrina. Além disso, esta associagdo CTMs-PRP ¢ autdgena, ndo-toxica e
possui Otima plasticidade. O objetivo deste estudo foi revisar as evidéncias atuais que
sustentam o uso da associacdo CTMs-PRP para a potencializacdo da regeneracdo 6ssea, bem
como discutir a racionalidade bioldgica para a associacdo de ambos nos procedimentos
regenerativos.

Palavras-chave: Regeneracao 6ssea; plaquetas; células-tronco.
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Abstract

The wound healing is a complex and growing area that deals with many cell types and growth
factors (GFs). Platelets play important roles not only in hemostasis but also in regenerating
damaged tissue. Platelets are an easily accessible, inexpensive, and safe source of GFs. The
Platelet-rich Plasma (PRP) has been used as a source of GFs and as a scaffold in bone
regeneration. It is autologous, inherently safe and free from transmissible diseases or antigenic
reactions development. The rationale for the local use of PRP is the increased levels of GFs in
the wound site after platelet degranulation. Due to the increased concentration and release of
GFs, PRP can potentially enhance the recruitment and proliferation of stem cells, and
endothelial cells. In the field of tissue engineering, therapy with mesenchymal stem cells
(MSCs) has been widely investigated in several studies. MSCs are multipotent cells that can
replicate as undifferentiated cells and that have the potential to differentiate into lineages of
mesenchymal tissues, including bone, cartilage, fat, tendon, muscle, and marrow stroma.
Some in vitro studies have demonstrated the influence of PRP on MSCs. Lucarelli et al.
(2003) evaluated the effects of PRP on human MSCs and observed a significant increase in
the number of these cells in the third, sixth and ninth days of the experiment when they were
treated with 10% PRP. One potential advantage of this MSCs—PRP mixture is that it is
simultaneously osteogenic, osteoconductive and osteoinductive due to the bone forming
capacity of MSCs and the presence of secreted GFs in the three-dimensional fibrin scaffold.
Additionally, this MSCs—PRP mixture is autologous, non-toxic and exhibits excellent

plasticity. The aim of this study was to review current evidence supporting the use of the



MSCs-PRP association for the enhancement of bone regeneration, as well as to discuss the
biological rationale for this association of treatments for regenerative procedures.

Key-words: Bone regeneration; platelets, stem cells.
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1. Introducao

Recentes avancos na area da bioengenharia tém trazido um grande impacto na
restauracdo e reabilitacdo de estruturas teciduais perdidas do corpo humano (ATALA, 2004;
CHOUMERIANOU et al. 2008). O campo da medicina regenerativa engloba diversas areas da
tecnologia, tais como engenharia de tecidos, células-tronco e clonagem. A engenharia de
tecidos, um dos principais componentes da medicina regenerativa, segue os principios do
transplante de células, ciéncia de materiais e engenharia para o desenvolvimento de
substitutos biologicos que podem restaurar e manter a funcdo normal de tecidos (ATALA,
2004). Esta consolidada na utilizacdo de células, arcabougos biocompativeis e fatores de
crescimento (FCs) (KASTEN, 2008).

O osso, sendo resistente e rigido, representa o principal elemento de sustentacdo do
corpo. O tecido altamente mineralizado que o constitui exibe, além das suas propriedades
mecanicas, uma alta capacidade de regeneragdo espontanea (VIKJAER et al., 1997). Assim,
fraturas ou defeitos 0sseos sdo curados com a producdo de novo tecido désseo com a mesma
alta organizagdo estrutural do tecido original. No entanto, esta capacidade regenerativa €
limitada pelo tamanho da lesdo. Defeitos dsseos extensos provocados por traumas, infecgdes,
neoplasias e anomalias de desenvolvimento ndo se regeneram espontaneamente,
representando um problema atual na medicina e odontologia (ASCENCIO et al., 2004).

Em 1998, Marx et al. propuseram o uso local do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) para
acelerar a maturacdo de enxertos 0sseos autdgenos. Segundo estes autores, 0os enxertos 0sseos
autogenos com PRP repararam mais rapidamente e apresentaram maior densidade dssea que
os enxertos sem PRP. A racionalidade para o uso local do PRP esté, sobretudo, no aumento do
nivel de FCs no sitio da ferida apos a degranulagdo das plaquetas.

Os FCs representam uma classe de mediadores bioldgicos que possuem um papel

essencial no processo de cicatrizacdo e formacao de tecidos. Todos os estagios do processo de
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reparo sdo controlados por uma grande variedade de citocinas e FCs que agem localmente
como reguladores das mais basicas fungdes celulares. Os FCs influenciam muitos dos
processos comuns, tanto a cicatrizagdo tecidual como a doenga, incluindo a angiogénese,
quimiotaxia, proliferagdo celular, sintese e degradagdo das proteinas da matriz extracelular
(ANITUA et al., 20006).

Entre os FCs presentes no PRP, destacam-se o Fator de Crescimento Derivado das
Plaquetas (PDGF) e o Fator de Crescimento Transformador-f (TGF-f) (WHITMAN et al.
1997; MARX et al. 1998). Estudos in vivo e in vitro da agdo isolada destes fatores concluiram
que os mesmos sao potenciais agentes terapéuticos para acelerar o reparo de defeitos 6sseos
(LYNCH et al. 1987; NASCH et al. 1992; CASSIEDE et al. 1996; DUCY et al. 2000).

Além do PRP, a terapia envolvendo células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas
da medula 6ssea tem sido avaliada, em varios estudos, em associacdo com enxertos 0sscos ¢
biomateriais, com o objetivo de obter-se um reparo mais rapido e com maior densidade 6ssea
(FREITAS, et al. 2001; FRECHETTE, et al. 2005). As CTMs sao c¢lulas multipotentes que
possuem capacidade de replicagdo em células indiferenciadas e podem diferenciar-se em
linhagens de tecidos mesenquimais, incluindo osso, cartilagem, tecido adiposo, tenddes,
musculos e estroma medular (FREYMILLER. & AGHALOOQO. 2004; FROUM. et al. 2002).
Elas podem ser obtidas de muitos tecidos tais como medula 6ssea (FUERST. et al. 2004a);
polpa dental (FURST. et al 2003; GARCIA. et al. 2009), tecido adiposo (GOLDJESTANI, et
al. 1994; GRAGEDA, 2004) e cordao umbilical (GRAGEDA, et al. 2005), entre outros. Essas
células sdo capazes de fazer copias idénticas delas mesmas durante toda a vida do organismo.
Esta propriedade € referida como “auto-renovagao” (KIRSCHSTEIN, 2001).

O interesse na aplicagdo clinica das CTMs tem aumentado, com as recentes
descobertas mostrando que as CTMs podem melhorar a integracdo do enxerto 6sseo alégeno

(LUCARELLI et al. 2003; DE KOK et al. 2005; DALLARI et al. 2006). Estudos in vitro tém
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sido realizados para avaliar o comportamento celular do cultivo de CTMs durante o reparo
0sseo.

O potencial regenerativo das CTMs tem sido avaliado em diferentes sistemas de
expansao celular (GUYTON, & HALL 2002; GUZZARDELLA, et al. 2002), no processo de
adesdo a ligas de titanio (HALL, et al. 1994) e na associacdo a diferentes substitutos dsseos
(HARRIS, et al. 2003; ISHIKAWA, et al. 2009).

Pesquisas tém revelado que o papel das plaquetas no processo regenerativo ¢ muito
mais do que simplesmente promover a formagdo do codgulo sanguineo, pois elas sdo
responsaveis por liberar FCs ativamente, os quais iniciam a cicatrizagdo dos tecidos moles, a
formagdo Ossea e o recrutamento de células-tronco (MEHTA & WATSON, 2008). Os FCs
liberados pelas plaquetas s3o fortes indutores angiogénicos e sdo conhecidos por serem
mitogénicos para as CTMs in vitro. Contudo, a sua capacidade para melhorar a
osteogenicidade das CTMs in vivo ainda ndo foi bem explorada. Estudos recentes tém
sugerido efeitos sinérgicos positivos da mistura de CTMs e PRP no aumento da formagao
Ossea em regides orais e maxilofaciais (PIERI et al., 2009).

Uma vantagem potencial da associacio CTMs-PRP ¢ que ela ¢ simultaneamente
osteogénica, osteocondutiva e osteoindutiva, devido a capacidade de formacdo Ossea das
CTMs e a presenga dos FCs secretados pelas plaquetas em um arcabougo tridimensional de
fibrina. Além disso, esta associagdo CTMs-PRP ¢ autogena, ndo-toxica e possui Otima
plasticidade. O objetivo deste estudo foi revisar as evidéncias atuais que sustentam o uso da
associacdo CTMs-PRP para a potencializacdo da regeneragcdo Ossea, bem como discutir a

racionalidade bioldgica para a associacao de ambos nos procedimentos regenerativos.



12

2. Revisao de Literatura

2.1. Plasma Rico em Plaquetas

A Evolucao

Diante de uma injtria traumatica ou cirtrgica onde ocorre dano vascular, manifesta-se
um dos mais complexos mecanismos a favor da vida: a hemostasia. Trés grupos de fenomenos
fisiologicos compdem este evento: histovasculoplaquetérios, plasmaticos e trombodindmicos
(VANDER et al.,, 1981; BERNE; LEVY, 2000; GUYTON; HALL, 2002; SANTOS;
SANTOS, 2004).

A destrui¢do da rede vascular ¢ seguida de vasoconstri¢do reflexa. Assim, ha
diminui¢do da velocidade do fluxo do sangue e conseqiiente aumento de sua viscosidade, que
permitira a concentragdo de leucocitos, hemacias e, principalmente, plaquetas no ambiente da
lesdao. Com a exposi¢cdo do subendotélio e dos tecidos adjacentes, as plaquetas exercem sua
primeira funcdo: adesividade. Elas aderem a qualquer superficie diferente do endotélio
vascular integro. A seguir, exercem sua segunda funcdo: agregabilidade, ou seja, a capacidade
de aderir a outras plaquetas e, assim, formar o trombo plaquetdrio ou trombo branco (BERNE;
LEVY, 2000).

Em seguida, as plaquetas, contidas dispersamente no codgulo formado, sofrem
uma transformac¢do metabdlica denominada metamorfose viscosa. Sdo emitidos pseudopodes
que, em sua extensao maxima, encontram outros com os quais se aderem, formando uma rede
celular plaquetaria. Nesse momento, hd produg¢do de uma proteina (tromboastenina) que,
liberando energia, promove a retragdo dos pseudopodes e do coagulo. Essa retragdo expulsa o
plasma que permeia o trombo, tornando-o mais firme, mais obliterante, mais tamponante e

eficaz (VANDER et al., 1981).
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Comecam, entdo, neste ambiente delimitado pelo codgulo sangiiineo, todos os
processos bioldgicos de regeneragdo ou reparacao tecidual através da liberagdo de fatores de
crescimento (FCs) contidos nas plaquetas (GUYTON; HALL, 2002). Plaquetas sao
reservatorios naturais de FCs, que sdo proteinas que servem como agentes sinalizadores para
as c¢lulas. Trés tipos de agdes sdo possiveis: (1) a autocrina, (2) a pardcrina, (3) a enddcrina.
Portanto, um FC pode ter efeito em multiplos tipos de células, induzindo uma infinidade de
fungdes celulares em varios tecidos (LIEBERMAN et al., 2002).

Basicamente, para que o processo de regeneracdo tecidual ocorra, ¢ necessaria a
consolida¢do de uma triade composta por trés pilares: um arcabougo, moléculas sinalizadoras
e células especializadas (UEDA, 2001). O coagulo sangiliineo parece estar estruturado sobre
estes trés pilares, sendo, na verdade, o palco perfeito para que o espetaculo regenerativo possa
ocorrer.

Assim, ha uma constante busca por sistemas apropriados que permitam ao cirurgiao-
dentista ou médico utilizar os FCs aplicando técnicas bem sucedidas da engenharia tecidual,
com menor custo € morbidade. Uma das estratégias propostas ¢ acelerar e otimizar os efeitos
dos FCs contidos nas plaquetas (YAZAWA et al., 2004b).

Alguns FCs foram identificados durante diferentes fases de reparo de fraturas Osseas
experimentais. Avaliando-se esses FCs, pode-se concluir que eles sdo potenciais agentes
terapéuticos para acelerar o reparo de defeitos dsseos. Dentre estes fatores, o PDGF e o TGF-
B sdo liberados, principalmente, pelos granulos a plaquetarios (LIEBERMAN et al., 2002).

Estudos em culturas de células mostraram um importante papel do PDGF no processo
de regeneracao tecidual. Dentre suas habilidades, sdo contundentes a capacidade de estimular
a quimiotaxia, promover a ativagdo celular e aumentar a proliferacdo de fibroblastos e
osteoblastos (LYNCH et al., 1987, MATSUDA et al., 1992). A administragdo de PDGF

exogeno permitiu o reparo Osseo de fraturas em tibia (NASH et al., 1994) e defeitos de



14

tamanho critico (DTC) em calvaria de coelhos (VIKJAER et al., 1997). Algumas evidéncias
sugerem, também, que o PDGF pode aumentar o reparo e a regeneragdo periodontal (PARK et
al., 1995).

O papel de TGF-B no reparo 6sseo foi estudado nos modelos experimentais que
envolvem inje¢des subperiosteais em fémur (JOYCE et al, 1990) e calvaria (NODA;
CAMILLIERE, 1989) de ratos, DTC em tibias de coelhos (LIND et al., 1993) e dispositivos
protéticos para crescimento 6sseo em caes (SUMNER et al., 1995). A mais importante fun¢ao
do TGF-B parece ser a promoc¢do da quimiotaxia de precursores de osteoblastos e o controle
da diferencia¢do de osteoblastos in vivo (DUCY et al., 2000). TGF- também aumenta a
proliferacdo de células mesenquimais indiferenciadas in vitro e induz a formagdo Ossea a
partir destas células in vivo (CASSIEDE et al., 1996).

Whitman et al. (1997), buscando a exceléncia da regeneragdo e observando as
propriedades do codgulo natural, propuseram, entdo, o uso de uma cola de fibrina autégena
associada a FCs, o denominado Plasma Rico em Plaquetas (PRP). O PRP ¢ usado como uma
tentativa de enriquecer o coagulo natural. Enquanto este ultimo cont¢ém 95% de células
vermelhas, 4% de plaquetas e 1% de células brancas, o PRP possui 4% de células vermelhas,
95% de plaquetas e 1% de células brancas (DINATO et al., 2001). A alta concentragdao de
plaquetas e, conseqiientemente, de FCs, consolidam o segundo dos trés pilares essenciais para
a regeneracao dos tecidos, ou seja, a presenga de moléculas sinalizadoras.

Os FCs presentes no PRP incluem os trés isomeros do Fator de Crescimento Derivado
das Plaquetas (PDGF-AA, PDGF-BB e PDGF-AB), dois dos numerosos Fatores de
Crescimento Transformadores-p (TGF-B1 e TGF-B2), o Fator de Crescimento Endotelial
Vascular e o Fator de Crescimento Epitelial (WHITMAN et al., 1997; MARX et al., 1998).
Além destas substancias, o PRP contém fibrina, fibronectina e vitronectina. Estas proteinas

sdo capazes de favorecer a adesdo celular e atuam como uma matriz para a formagao de osso,
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tecido conjuntivo e epitélio (MARX, 2004). A presenga de leucocitos em sua constituicdo
também lhe confere uma resisténcia natural aos processos infecciosos e/ou alérgicos (MARX;
GARG, 1999).

Os reais beneficios do PRP no reparo 6sseo foram melhor evidenciados somente com
o trabalho de Marx et al. (1998). Estes autores estudaram, em 88 pacientes, a combinagdo de
PRP e enxertos 0sseos medulares no tratamento de defeitos mandibulares continuos, com 5 a
6 cm, resultantes da remog¢ao de tumores benignos e malignos. Os resultados deste estudo
mostraram matura¢ao mais rapida dos enxertos com PRP (1,16 a 2,16 vezes), bem como uma
maior densidade 6ssea dos mesmos quando comparados aos enxertos sem PRP. A contagem
de plaquetas de todas as amostras de sangue mostrou um aumento de 338% de plaquetas no
PRP em relagdo ao sangue periférico dos pacientes. Com a utilizagdo de anticorpos
monoclonais, foi possivel identificar fatores de crescimento presentes no PRP,
especificamente PDGF e TGF-B, como também a presenga de receptores para estes fatores na
c€lulas dos enxertos. Segundo Marx (2001), o PRP ¢ um composto autégeno, seguro, livre de
riscos relativos a transmissdo de doencas ou desenvolvimento de reagdes antigénicas. Sua
acdo ¢ marcada pelo aumento (mitogénese) de células responsaveis pela regeneracao dos

tecidos perdidos e pelo estimulo do crescimento vascular (angiogénese).

A Técnica

A partir dos promissores resultados do estudo de Marx et al. (1998), o PRP destacou-
se, no campo odontologico, como um agente capaz de potencializar os caminhos naturais da
regeneragdo tecidual de forma segura e barata. O interesse inicial concentrou-se, entdo, nas
formas de producgdo deste composto.

A técnica de obtengdo do PRP, segundo Whitman et al. (1997), envolve a coleta pré-

operatoria imediata de sangue total do paciente, aproximadamente 450 ml, diretamente para
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uma bolsa de coleta contendo o anticoagulante citrato-fosfato-dextrose. O sangue ¢&,
inicialmente, centrifugado (Elmd-500 Autotransfusion system, Medtronic Electromedic,
Parker, CO, USA) a 5600 rpm para separar o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) dos eritrocitos
e do “buffy coat”, que contém plaquetas e leucdcitos. A velocidade da centrifuga é entdo
reduzida para 2400 rpm, a fim de permitir uma separagdo adicional do “buffy coat”, suspenso
em 30 ml de plasma, da camada de células vermelhas. Quantidades de plaquetas no PRP em
torno de 500.000 a 1.000.000 sao rotineiramente obtidas com esta técnica.

O PRP ¢ armazenado até que o cirurgido esteja pronto para seu uso. Uma vez
preparado o leito cirargico, o PRP ¢ misturado com trombina bovina (10.000 unidades)
dissolvida em 10 ml de cloreto de calcio a 10%. Dentro de 5 a 30 segundos, o conteudo
assume a consisténcia de um gel, o que facilita a sua aplicagdo (WHITMAN et al., 1997).

Segundo Whitman et al. (1997) e Marx et al. (1998), o PRP ¢ obtido através do
método de separagdo celular descontinua e o volume de sangue utilizado ¢ de
aproximadamente 450 ml. Entretanto, este protocolo ¢ limitado pela tecnologia empregada e
pelo volume de sangue necessario, ficando restrito a institutos de transfusao de sangue ou
ambiente hospitalar (TOZUM; DEMIRALP, 2003).

Assim, a produ¢do do PRP em pequenas quantidades, usando-se centrifugas de
bancada controladas eletronicamente, tornou-se uma técnica mais atrativa em funcao do baixo
custo de producdo envolvido e da possibilidade de execucdo em ambiente ambulatorial e
consultorios dentarios (WEIBRICH et al., 2003).

Surgiram, portanto, diversos protocolos simplificados para producdo do PRP
(ANITUA, 1999, LANDESBERG et al. 2000, SONNLEITNER et al. 2000). Diferentes
velocidades e tempos de centrifugacdo do sangue foram testados e recomendados. Em
ambulatorio, o PRP pode ser obtido através do protocolo proposto por Sonnleitner et al.

(2000). De acordo com estes autores, o sangue deve ser colhido através de puncdo venosa e
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acondicionado em tubos a vacuo contendo citrato de s6dio como anticoagulante. Os tubos sdo
primeiramente centrifugados a 160 G por 20 minutos, resultando na divisdo do sangue em trés
componentes basicos, conforme o protocolo de Anitua (1999). Para maximizar a concentracao
de plaquetas, os autores enfatizaram a necessidade de marcar-se um ponto, localizado de 6 a 8
mm aquém da linha que separa o plasma das células vermelhas do sangue. Todo liquido acima
deste ponto deve ser pipetado e acondicionado em outro tubo, sem anticoagulante, para uma
segunda centrifugagdo a 400 G por 15 minutos. Apds esta segunda centrifugacdo, obtém-se o
PRP.

O PRP atua acelerando o processo de regeneragdo tecidual através da degranulagdo
dos granulos o das plaquetas, os quais contém FCs. A secre¢do ativa destes fatores € iniciada
10 minutos ap6és a formacao do codgulo sangiiineo e mais de 95% deles sdo secretados na
primeira hora ap6s a coagulagdo do sangue (MARX, 2004). Percebe-se, portanto, que
alteragdes na quantidade de plaquetas podem resultar em maiores ou menores concentragdoes
de FCs que modulardo diretamente a reconstrugdo dos tecidos perdidos (FREYMILLER;
AGHALOO, 2004).

Dentro dos granulos a plaquetarios, os FCs permanecem em um estado incompleto.
Assim que o processo de coagulacdo ¢ ativado, os FCs sdo secretados através da membrana
celular. Neste processo, os granulos o fundem-se com a membrana plaquetaria, através da
qual os FCs protéicos sao completados, mudando para um estado bioativo pela adicdo de
carboidratos. Portanto, qualquer dano as plaquetas durante o processamento do PRP fara com
que as mesmas secretem FCs que ndo se encontram em um estado bioativo, o que pode
resultar em efeitos clinicos desapontadores (MARX, 2004).

Como visto, alteragdes qualitativas e/ou quantitativas nas plaquetas podem afetar
diretamente o poder regenerativo do PRP. Em relacdo a quantidade de plaquetas, Liu et al.

(2002) mostraram que a proliferagdo de fibroblastos e a produgdo de colageno tipo I foram
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aceleradas dependendo da quantidade de plaquetas utilizada nos meios de cultura. Marx
(2004) define, entdo, como um “PRP terapéutico” aquele que possui aproximadamente
1.000.000 de plaquetas/ul, considerando que os seres humanos apresentam cerca de 200.000 +
75.000 plaquetas/ul no sangue periférico. Estudos em animais demonstraram, também, que
esta concentragdo de plaquetas no PRP ¢ capaz de acelerar o reparo 6sseo em caes (KIM et al.,
2002a), coelhos (WEIBRICH et al., 2004) e ratos (MESSORA et al., 2008a, MESSORA et al.
2008b, NAGATA et al. 2009, NAGATA et al. 2010).

E preciso ressaltar que as forcas mecanicas usadas no preparo do PRP podem,
também, ativar precocemente as plaquetas, levando a liberacao dos FCs e, conseqiientemente,
perda dos mesmos no plasma sobrenadante durante o processo de centrifugacao,
comprometendo a eficiéncia terapéutica do PRP (DUGRILLON et al., 2002; NIKOLIDAKIS
& JANSEN, 2008 ).

A eficiéncia do PRP depende, indubitavelmente, do nivel de FCs presentes. Assim, a
determinagdo dos niveis destes fatores ¢ fundamental para assegurar a validade terapéutica do
PRP antes de qualquer aplicagdo clinica (WEIBRICH et al., 2002a). Entretanto, o alto custo
dos testes envolvidos € o tempo necessario para este tipo de analise sdo fatores que dificultam
o uso clinico rotineiro destes testes (DUGRILLON et al., 2002).

A quantidade exata de FCs necessaria para um relevante efeito bioldgico ainda nao foi
determinada (WEIBRICH et al., 2003). Os numeros considerados satisfatorios sao baseados
em estudos in vitro ou aplicagdes de fatores isolados em modelos animais (MUSTOE et al.,
1987; PIERCE et al., 1989; BECK et al., 1991). Estes modelos, porém, nao representam o
que de fato ocorre no PRP, ou seja, multiplos fatores agindo simultaneamente, com efeitos
sinérgicos uns sobres os outros.

Além do modelo de centrifuga, da velocidade de centrifugacdo, da quantidade de

plaquetas e dos niveis dos FCs, outro fator extremamente importante no processamento do
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PRP ¢ o anticoagulante selecionado para a coleta do sangue. Algumas dessas substancias
podem danificar as plaquetas (LANDESBERG et al., 2000).

Entre os anticoagulantes usados para a coleta do sangue, o Acido Etilenodiaminotetra-
acético (EDTA) a 15% promove niveis mais altos de plaquetas durante o preparo do PRP
quando comparado ao citrato de sodio. Esta ¢ a conclusdo do estudo de Landesberg et al.
(2000), mas ¢ preciso considerar que, nas amostras de EDTA, a microscopia de luz revelou
plaquetas com superficies alteradas e consideraveis restos ndo-celulares suspensos. Segundo
os autores, embora o citrato de sédio tenha proporcionado menor rendimento plaquetario, as
amostras de PRP com este anticoagulante apresentavam plaquetas integras ¢ em quantidades
suficientes para a formagao de um bom coagulo.

O citrato de sddio inibe o processo de coagulagdo do sangue ligando-se aos ions de
calcio e formando um composto quimico chamado quelato. Este anticoagulante ndo altera a
membrana das plaquetas, permitindo que o estado anticoagulado da amostra possa ser
revertido para um estado coagulado pela adigdo de uma solucdo de cloreto de calcio
(ANITUA, 1999). Além disso, a ativagao das plaquetas durante os procedimentos de coleta do
sangue com citrato de s6dio ¢ menor quando comparada com as amostras coletadas com
EDTA (EFEOGLU et al., 2004).

A estocagem do sangue centrifugado ou nao, até seu uso clinico ¢ outro fator
importante, pois se armazenado em baixas temperaturas, podem ocorrer alteragdes na
contagem de plaquetas (OLSEN et al., 2001). Estas alteracdes sdo ainda mais acentuadas se a
coleta de sangue foi realizada no trans-operatério ou se houve demora na separagao do PPP e
PRP apos a centrifugagao (MARX, 2001).

No momento da aplicagdo clinica do PRP, é necessario que a amostra anticoagulada
passe para um estado coagulado. A obtencdo desse codgulo ¢ importante para que ocorra a

libera¢ao dos FCs dos granulos a plaquetarios e formagao de uma rede de fibrina, mecanismos
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pelos quais o PRP agird na regeneracdao dos tecidos perdidos (MARX et al., 1998, 2001,
2004). Assim como na coleta de sangue, a substancia utilizada neste processo de coagulagdo
da amostra ndo deve danificar ou promover a lise das plaquetas, mas apenas iniciar uma
atividade bioldgica.

Diversos agentes podem ser usados para promover a coagulacio do PRP, como a
trombina bovina, solugdo de cloreto de calcio, agente ITA® e, mais recentemente, o peptideo
ativador do receptor de trombina (TRAP) e trombina humana (MARX et al., 1998; ANITUA,
1999; LANDESBERG et al., 2000; LANDESBERG et al., 2005; DE SOMER et al., 2005).

Estudos realizados em humanos, utilizando PRP ativado com cloreto de calcio,
mostraram resultados favoraveis. Anitua (1999) relatou a producdo do coagulo de PRP
unicamente a partir de solu¢do de cloreto de célcio a 10%, na propor¢do de 50 pl para 1,2 ml
de PRP. Segundo este autor, a ndo utilizagdo de qualquer componente homogeno no preparo
do PRP preservaria uma de suas principais vantagens, ou seja, sua natureza autdogena. A
ativagcdo do PRP apenas com cloreto de célcio foi também facilmente obtida nos estudos de
Dugrillon et al. (2002). Messora et al. (2008a) avaliaram, em modelo animal, o uso do PRP
ativado somente com cloreto de célcio na regeneracdo dssea, comparando-o com o uso de
PRP ativado com trombina bovina. Os resultados foram positivos na regeneracao 6ssea, sendo
que aqueles obtidos com o uso de PRP ativado com cloreto de célcio foram significativamente
melhores que aqueles obtidos com o uso de PRP ativado com trombina bovina.

Em relacdo a retracdo do codgulo deve-se salientar que uma menor retracao evitard a
rapida liberacdo dos FCs presentes nas plaquetas, fazendo com que a biodisponibilidade
destes polipeptideos seja prolongada, evitando a perda dos mesmos no instersticio tecidual.
Além disso, ajudard a manter o enxerto Osseo dentro dos limites do defeito Osseo

(LANDESBERG et al., 2005; TSAY et al., 2005).
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Na verdade, muitos dos estudos avaliando técnicas de obtencdo do PRP foram
desenvolvidos com o objetivo de tentar elucidar a controvérsia de resultados observada nos
trabalhos que analisaram o efeito bioldgico do PRP. A luz desses conhecimentos, o clinico
pode, atualmente, observar de forma critica os estudos disponiveis na literatura. Todo estudo
deveria, fundamentalmente, envolver a producdo de um PRP de qualidade para entdo avaliar
os efeitos bioldgicos produzidos por ele (MARX, 2004). Neste contexto, a aplica¢do clinica
controlada de um determinado protocolo de producdo do PRP ou o estudo deste em modelos
animais ¢ de fundamental importancia para que se possa, concretamente, mensurar e
compreender os seus verdadeiros beneficios bioldgicos no processo de regeneragdo tecidual

(WEIBRICH et al., 2005).

As Controvérsias

Pesquisadores no campo da cirurgia buco-maxilo-facial buscam, continuamente,
melhorar as técnicas de enxerto 6sseo, bem como tentam encontrar meios para obter-se uma
regeneracdo dos defeitos existentes com maior densidade Ossea € no menor tempo possivel
(RAGHOEBAR et al., 2005). Foi prometendo estes beneficios, demonstrados no estudo de
Marx et al. (1998), que o PRP despontou no campo odontoldégico como uma nova estratégia
regenerativa para acelerar a maturacdo de enxertos autogenos (BUTTERFIELD et al. 2005).

De acordo com Karring et al. (1999), os varios enxertos e materiais utilizados para o
tratamento de defeitos Osseos podem ser divididos em 4 categorias: enxertos autdgenos,
aloenxertos, heteroenxertos ou xenoenxertos € materiais aloplasticos. O uso desses enxertos e
materiais aloplasticos favorecem o reparo 6sseo, pois podem conter células formadoras de
0sso (osteogénese), servir como suporte para a formagao dssea (osteoconducao) ou possuir
substancias indutoras da formagdo Ossea (osteoinducdo). Sob o ponto de vista da aceitagdo

biologica, o melhor material de enxerto ou transplante ¢ o autdégeno, sendo aquele que
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apresenta o melhor progndstico. Por isso e, também, devido ao seu potencial osteogénico, ¢
considerado o “padrdo ouro” nos procedimentos regenerativos (KIM et al., 2002a, 2002b;
SCHLEGEL et al., 2004; WILTFANG et al., 2004; YAMADA et al., 2004; THORWARTH
et al., 2005).

A possibilidade de aumentar o potencial osteogénico destes enxertos com a adicdo do
PRP foi demonstrada de maneira promissora por Marx et al. (1998) na reconstrugdo de
defeitos mandibulares continuos. Estes beneficios foram confirmados por Oyama et al. (2004)
ao mostrarem potencializacdo do reparo 6sseo quando enxertos 6sseos autégenos com PRP
foram utilizados no tratamento de pacientes com fissuras labiais e palatais. Mazor et al. (2004)
relataram reducdo no periodo de maturagdo 6ssea, melhor manuseio do enxerto e recuperagao
mais rapida dos tecidos moles quando o PRP foi utilizado juntamente com enxertos dsseos
autdégenos e implantes osseointegraveis na reabilitacdo posterior de maxila severamente
atrofica de 105 pacientes.

Apesar dos bons resultados clinicos dos estudos citados anteriormente (OYAMA et al.,
2004; MAZOR et al., 2004; ROBIONY et al., 2002), a auséncia de grupos controle nao
permitiu uma andlise comparativa para avaliagdo apropriada dos verdadeiros beneficios do
PRP. Seguindo este raciocinio, Raghoebar et al. (2005) propuseram-se a avaliar os efeitos do
PRP na formagao 6ssea em levantamento bilateral de seio maxilar, onde um dos lados poderia
funcionar como controle no mesmo individuo. Os autores estudaram o efeito do PRP na
remodelacdo de enxertos dsseos autdgenos utilizados para levantamento bilateral de assoalho
de seio maxilar de 5 pacientes. Apenas em um dos lados os enxertos foram associados com
PRP. As andlises radiografica e histométrica deste estudo ndo confirmaram os resultados de
Marx et al. (1998), pois nenhum beneficio adicional do uso do PRP foi observado. Entretanto,

os autores utilizaram defeitos Osseos de tamanho ndo-critico (defeitos Osseos que tém
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capacidade espontidnea de reparo) e afirmaram que, em DTC, como nas reconstrugdes do
estudo de Marx et al. (1998), o PRP poderia ter algum valor terapéutico.

Outros estudos em modelos animais que utilizaram defeitos 6sseos ndo-criticos nao
mostraram beneficios significativos advindos do uso do PRP associado ao osso autéogeno.
Jakse et al. (2003) realizaram a elevagdo do seio maxilar de ovelhas com osso autégeno com
ou sem PRP e concluiram que a capacidade regenerativa do PRP aos 6 e 12 meses pos-
operatdrios foi de baixa poténcia. Estas conclusdes foram corroboradas por Butterfield et al.
(2005) que também nao mostraram nenhum efeito estimulante direto do PRP na remodelagao
de enxertos de osso autdgeno em levantamentos de seios maxilares de coelhos.

Tentando reproduzir, entdo, defeitos de natureza critica, semelhantes aqueles
reportados por Marx et al. (1998), Fennis et al. (2002) realizaram um estudo radiografico em
cabras, no qual um total de 28 animais foram submetidos a ressec¢do do angulo da mandibula
e divididos em dois grupos, tratados com enxertos obtidos da crista iliaca associados ou nao
ao PRP. O grupo com PRP mostrou-se significativamente melhor, com maior obliteragdo dos
“gaps” osseos localizados anterior e posteriormente ao defeito apds 6 e 12 semanas, maior
formacao de calo 6sseo em 6 semanas e auséncia de reabsor¢ao interna em 12 semanas pos-
operatorias. Os achados histomorfométricos do estudo de Fennis et al. (2004) foram
publicados 3 anos depois e confirmaram as informacOes obtidas através da andlise
radiografica. A encapsulacdo fibrosa dos enxertos foi vista mais freqlientemente no grupo nao
tratado com PRP. J4 o grupo tratado com PRP apresentou maior crescimento vascular e
preenchimento 6sseo do defeito.

Também utilizando defeitos de tamanho critico, Schlegel et al. (2004) investigaram a
capacidade do PRP, com duas diferentes concentracdes plaquetdrias, de acelerar a formagao
6ssea quando combinado com enxertos dsseos autdgenos ou materiais alopldsticos em

calvarias de porcos. As analises micro-radiografica e histoldgica dos defeitos mostraram que o
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PRP alterou significativamente a cronologia de formagdo 6ssea no grupo do osso autdgeno,
acelerando a maturacdo desses enxertos de maneira diretamente proporcional & concentracao
de plaquetas. Contudo, os achados de Schlegel et al. (2004) nao foram confirmados por Choi
et al. (2004) em defeitos continuos, de natureza critica, criados cirurgicamente em mandibula
de cdes. A analise histologica deste estudo ndo mostrou nenhum beneficio do PRP na
formagdo 6ssea ¢ a microscopia de fluorescéncia evidenciou um atraso no processo de
remodelagdo dos enxertos 6sseos autdgenos com PRP. A andlise histométrica confirmou estas
observagoes, mostrando baixos percentuais de formagao 6ssea nos defeitos do grupo tratado
com PRP (36,8%) quando comparados com o grupo do osso autdogeno sozinho (56,7%).

Uma possivel explicacdo para as controvérsias nos resultados obtidos nos estudos
apresentados ¢ o tipo de enxerto autdgeno utilizado, que pode ser resultante de ossificagdo
intramembranosa (CHOI et al., 2004; SCHLEGEL et al., 2004) ou endocondral (MARX,
1998; FENNIS et al. , 2004), bem como o método de obten¢cdo do PRP. Em relagdo a este
ultimo, no estudo de Schlegel et al. (2004) o PRP foi preparado através de métodos cujas
eficiéncias foram reconhecidamente comprovadas em outros trabalhos. Além disso, o valor
terapéutico das amostras foi garantido com a determinacao da concentragdo de plaquetas e dos
niveis de FCs presentes. Contrariamente, Choi et al. (2004), apesar de realizarem a contagem
de plaquetas do PRP, nao avaliaram os niveis de FCs e modificaram o método de Whitman et
al. (1997) para o preparo do PRP.

Tentando compreender o resultado negativo do uso do PRP associado ao osso
autégeno em seu estudo realizado em caes, Choi et al. (2005) investigaram os efeitos de
variadas concentracdes de PRP sobre osteoblastos in vitro. Observaram que altas
concentragdes de PRP podem suprimir o crescimento celular, sendo as amostras com mais de
30% de PRP consideradas citotoxicas. Os autores constataram, também, que a relacdo entre o

volume de PRP e a quantidade de enxerto 6sseo ¢ capaz de influenciar os resultados dos
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procedimentos regeneradores. Nagata et al. (2009) realizaram, entdo, um estudo
imunoistoquimico para avaliar a influéncia da propor¢ao de enxerto 6sseo autogeno / PRP na
cicatrizagdo 6ssea em DTC criados cirurgicamente em calvarias de ratos. Os autores
concluiram que essa propor¢do parece influenciar a cicatrizagdo oOssea. Os achados
histomorfométricos do estudo de Nagata et al. (2010) confirmaram os resultados obtidos
através da andalise imunoistoquimica.

Existem, realmente, poucos estudos controlados, principalmente em humanos,
avaliando a influéncia do PRP quando associado ao osso autdégeno no reparo de defeitos do
esqueleto maxilo-facial. Embora as vantagens desta associagdo ndo tenham sido comprovadas,
varios pesquisadores propuseram-se a avaliar o uso do PRP associado a aloenxertos,
xenoenxertos ou materiais aloplésticos, em procedimentos regenerativos (FURST et al. 2003).
Sabe-se que estes materiais ndo t€ém as mesmas propriedades dos enxertos autégenos, como,
por exemplo, a capacidade de osteogénese e osteoindugdo (THORWARTH et al., 2005). A
adicao do PRP poderia facilitar e acelerar a integracdo biologica destes materiais ou enxertos
(WILTFANG et al., 2003).

Em um estudo clinico, radiografico e histologico, Kassolis et al. (2000) avaliaram
levantamentos de seios maxilares e aumentos de rebordo alveolar realizados com o0sso
mineralizado seco congelado (FDBA) e osso desmineralizado seco e congelado (DFDBA)
associados ao PRP em 15 pacientes. A andlise histologica mostrou numerosas areas de
formacao de tecido dsseo ao redor das particulas dos enxertos, sem a ocorréncia de nenhum
infiltrado significativo de células inflamatorias. Estas conclusdes foram corroboradas pelos
achados de Shanaman et al. (2001). Estes autores concluiram que a adicdo de PRP aos
enxertos aldgenos permitiu uma nova formacdo 6ssea e melhorou o manuseio desses enxertos
para aumentos de rebordo alveolar em 3 pacientes, facilitando a colocag@o e estabilizagdo dos

materiais.
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Apesar dos bons resultados relatados por Kassolis et al. (2000) e Shanaman et al.
(2001), estes estudos ndo apresentaram grupo controle de pacientes, dificultando, portanto, a
avaliagdo objetiva dos possiveis beneficios terapéuticos da adicdo do PRP aos materiais de
enxerto. Assim, Kassolis et al. (2005) realizaram um estudo clinico controlado para investigar
a influéncia do PRP em enxertos alogenos. Levantamentos bilaterais de seios maxilares foram
realizados em 10 pacientes, onde um dos lados foi preenchido com PRP e FDBA e o outro
lado com FDBA e uma membrana. A analise histométrica mostrou, aos 4, 5 ¢ 6 meses pos-
operatdrios, maior quantidade de osso vital presente no grupo com PRP.

Trés outros estudos investigaram a eficiéncia do PRP combinado com osso aldégeno.
Defeitos criados em calvaria (PALMISANO et al., 2002), arco zigomatico (HARRIS et al.,
2003) ou processo alveolar (DUZIAK & BLOCK, 2003) de caes ndo exibiram, na avaliacdo
radiografica ou histoldgica, nenhuma vantagem no reparo 6sseo quando tratados com PRP e
enxertos alogenos. Estes achados foram corroborados por Aghaloo et al. (2005) que também
mostraram, através de analises radiografica e histométrica, que a adicdo de PRP ao FDBA ou
DFDBA para o tratamento de defeitos cirirgicos nao-criticos em calvaria de coelhos nao
proporcionou aumento significativo na densidade ossea ou na quantidade de novo osso
formado obtidos com o uso dos enxertos 6sseos somente.

O PRP também tem sido avaliado em associacdo com enxertos xenogenos. Froum et
al., (2002) associaram o enxerto xendgeno (Bio-Oss®) ao PRP em cirurgias de levantamentos
de seios maxilares e ndo encontraram nenhuma diferenca quanto a quantidade de formagao
Ossea em 3 pacientes que receberam este tratamento. Um paciente teve, inclusive, implantes
testes colocados no momento da cirurgia, os quais foram removidos e avaliados quanto ao
percentual de contato osso-implante. Nenhum beneficio foi notado com a adi¢do de PRP ao

Bio-Oss® (38% de contato osso-implante no grupo Bio-Oss® e PRP e 34% no grupo do Bio-

Oss® sozinho). Roldan et al. (2004) avaliaram o potencial regenerativo do PRP ou da Proteina
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Morfogenética Ossea Recombinante Humana-7 (hBMP-7) associados ao Bio-Oss®. A analise
histométrica e o exame de microscopia de fluorescéncia revelaram que o PRP nao foi capaz de
acelerar ou aumentar a osseointegracdo de implantes de titdnio quando comparado com
rhBMP-7.

Diversos estudos tém avaliado o uso do PRP associado a outros substitutos 6sseos
(Trombelli & Farina, 2008; Nikolidakis et al. 2008; Wiltfang et al. 2003; Danesh et al., 2001).
Em uma série de casos clinicos, Danesh et al., (2001) avaliaram o potencial do PRP em
aumentar a formacdo Ossea quando associado a vidro bioativo, enxerto 6sseo alégeno ou
enxerto 0sseo xendgeno, em cirurgias de levantamentos de seios maxilares. Quando o vidro
bioativo foi utilizado, ndo se observou diferengas de resultados entre os grupos tratados com
ou sem PRP. A andlise histolégica mostrou a presenga de tecido conjuntivo circundando as
particulas de vidro bioativo com limitada quantidade de novo osso formado (DANESH et al.,
2001). Wiltfang et al. (2003), em estudo realizado sobre levantamento de seios maxilares,
avaliaram a a¢@o do PRP na degradacao dos granulos de B-Fosfato de Tricalcio (B-TCP). Uma
degradacdo mais rdpida do material ceramico associado ao PRP ndo foi constatada. Em
modelos experimentais realizados em mandibula de cdes, o PRP mostrou-se capaz de
influenciar a velocidade e qualidade de neoformagdo 6ssea quando combinado com B-TCP
(KOVACS et al., 2005; SUBA et al., 2004).

De todos os materiais utilizados para o tratamento de defeitos Osseos, apenas 0 0sso
autogeno possui células osteocompetentes e células mesenquimais indiferenciadas na base do
canal medular. A acdo do PRP ocorre sobre estas células que tém, reconhecidamente,
potencial para responder as citocinas presentes no PRP (MARX, 2001, 2004). Sabe-se que a
acdo do PRP ocorre sobre células vivas. Assim, os varios enxertos ou materiais substitutos do
0ss0 autdgeno agem apenas como carreadores para o PRP, retendo por mais tempo os FCs

liberados pelas plaquetas. Todavia, o tempo de retencao destes fatores ¢ dependente do tipo de
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substituto dsseo usado (TSAY et al., 2005), o que pode explicar a grande controvérsia de
resultados existentes entre os estudos que avaliaram a adicdo do PRP a varios substitutos do

0ss0 autdgeno.
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2.2. Células-Tronco

O principio essencial da engenharia tecidual é combinar, in vitro, o crescimento de
células em substratos (scaffolds) especificos, para repor ou recompor determinado tecido. Os
tipos celulares escolhidos como tnica fonte de crescimento celular e implantacao sdo criticos
para o sucesso da engenharia tecidual (CARDOSO, & ARRUDA; 2009). Dentre estes tipos
celulares estdo as células-tronco. Considera-se como célula-tronco um tipo especial de célula
que apresenta capacidade de renovar-se e originar diferentes tipos celulares especializados
(KIRSCHSTEIN, 2001). De acordo com CARDOSO & ARRUDA (2009), as células-tronco
classificam-se em totipotentes ou embriondrias, pluripotentes ou multipotentes, oligopotentes
e unipotentes. As embriondrias sdo totipotentes, ou seja, possuem a capacidade de formar
todos os tecidos do embrido além dos extra-embrionarios. Estas células s6 podem ser
encontradas no embrido. As células-tronco pluripotentes ou multipotentes também s6 podem
ser encontradas em embrides e conseguem diferenciar-se em quase todos os tecidos humanos,
com exce¢do da placenta dos anexos embriondrios. Ja as oligopotentes sdo derivadas de fontes
adultas e possuem capacidade de diferenciar-se em diversos tecidos, sendo assim muito
utilizadas em pesquisas cientificas. As unipotentes, também derivadas de fontes adultas,
diferenciam-se em um Unico tecido, ou seja, ao tecido ao qual pertencem. As ndo
embriondrias, ou seja, as oligopotentes e unipotentes, podem ser derivadas de diversas fontes,
tais como fluido amniodtico (DE COPPI et al., 2007), tecido do corddo umbilical (WANG et
al., 2004), sistema nervoso central (GAGE, 2000), osso medular (CAPLAN, 1991), retina
(TROPEPE et al., 2000) e pele (TOMA et al., 2001).

Sdo encontrados dois tipos de células-tronco na medula o6ssea: as hematopoiéticas e as
mesenquimais. Essas células-tronco t€ém como caracteristica principal a capacidade de auto-
renovagdo e pluripotencialidade (SOUZA et al., 2003). As células-tronco mesenquimais

(CTMs) tém sido testadas para o tratamento de doengas cardiacas isquémicas e degenerativas,
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lesdes Osseas, condrais, tendinosas, pulmonares, da medula espinhal, do sistema nervoso
central, do figado e em doencas genéticas como a osteogénese imperfeita (ZAGO & COVAS,
2006). O interesse neste tipo celular cresceu significativamente nos ultimos anos devido ao
seu grande potencial de uso na regeneracdo de tecidos e Orgdos lesados, como tem sido
demonstrado em intimeros estudos pré-clinicos e clinicos (BARRY; MURPHY, 2004).

No estudo in vitro de Pittenger et al. (1999), células que tinham caracteristicas de
CTMs humanas foram isoladas do aspirado medular de doadores voluntarios. Foram
realizadas, entdo, a expansdo e a caracterizacdo dessas CTMs. Essas células multipotentes,
responsaveis pela composi¢do de aproximadamente 0,001% a 0,01% das células nucleadas da
medula 6ssea adulta, cresceram in vitro de maneira aderente, como células fibroblastdéides em
meio de cultura apropriado ao crescimento celular. Observou-se que essas CTMs adultas
poderiam ser induzidas a diferenciarem-se, exclusivamente, em linhagens de adipdcitos,
condrocitos e ostedcitos.

As CTMs podem ser expandidas por até 40 geragdes, enquanto ainda mantém suas
capacidades de linhagem mesenquimal multipotente, embora suas taxas de crescimento sejam
reduzidas (DEANS & MOSELEY, 2000). Essas células expressam um grande numero de
moléculas de adesdo, proteinas de matriz extracelular, citocinas e receptores para fatores de
crescimento (FCs), associados com suas fungdes e interacdes celulares dentro do estroma da
medula 6ssea (BOBIS et al., 2006). As CTMs secretam moléculas bioativas que inibem a
apoptose e limitam o campo de dano ou injuria; inibem a fibrose ou a formacao de cicatriz nos
sitios da injaria; estimulam a angiogénese € trazem um novo suprimento sanguineo; e
estimulam a mitose de progenitores teciduais intrinsecos e tecido-especificos, tais como
células-tronco neurais ou cardiacas (CAPLAN, 2009).

Diversos estudos avaliaram o isolamento e cultura das CTMs com o objetivo de usa-

las em procedimentos regenerativos (CASTRO-MALASPINA, 1980; HAYNESWORTH,
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1992; JIANG et al., 2010; MAEDA et al., 2011). CTMs foram isoladas de muitas outras
fontes que ndo a medula dssea, tais como sangue periférico (ZVAIFLER et al., 2000), sangue
do corddo umbilical (ERICES et al., 2000) tecido adiposo (ZUK et al., 2002), liquido
amniotico (IN'T ANKER et al.,, 2003), osso compacto (GUO et al, 2006), periosteo
(NAKAHARA et al, 1991), dentre outros. Células derivadas de diferentes tecidos mostram
heterogeneidade fenotipica e diferentes capacidades de crescimento, mas elas também
mostram similaridades, com o potencial de diferenciarem-se em linhagens mesenquimais
classicas e a expressdo de marcadores de superficie comuns (BAKSH et al., 2007). Contudo,
ha evidéncias crescentes que marcadas diferencas existem na biologia das CTMs que sdo
dependentes do tecido de origem, que parecem ser a principal fonte de variagdo nas
propriedades bioldgicas das CTMs (De BARI et al., 2008).

A maioria das informagdes disponiveis sobre as propriedades fenotipicas e funcionais
das CTMs sdo derivadas de estudos realizados avaliando culturas de células in vitro
(BERNARDO et al., 2011). Zhou et al., 2011 analisaram a capacidade da camada superior de
colageno e da camada inferior de coldgeno/hidroxiapatita de um arcabougo osteocondral de
colageno/hidroxiapatita de promover o crescimento e diferenciagdo de CTMs humanas em
condrdécitos e osteoblastos. A viabilidade e proliferacao celulares, diferenciagdao condrogénica
e osteogénica foram os parametros avaliados. A camada de coldgeno foi mais eficiente em
induzir a diferenciacdo condrogénica das CTMs, enquanto a camada colageno-hidroxiapatita
demonstrou superioridade em promover indug¢do osteogénica sobre o coligeno ou a
hidroxiapatita pura. Os autores concluiram que estes tipos de materiais podem efetivamente
promover geragdo de tecido dsseo e cartilagem in vitro, podendo ser potencialmente utilizados
na engenharia tecidual osteocondral (ZHOU, et al. 2011).

Resultados positivos tém sido demonstrados em estudos in vivo que avaliaram o

potencial terapéutico de CTMs expandidas com ou sem diferenciagdo osteogénica na
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regeneragdo de defeitos 6sseos. Recentemente, estudos que associaram ou compararam a
utilizacdo de CTMs a outros biomateriais no reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico
foram realizados em ratos (JAKSE, et al. 2003; JENSEN, et al. 2005; BURASTERO et al.,
2010), miniporcos (JOYCE, et al. 1990) e carneiros (KARRING, et al. 1999). Em um desses
estudos realizados em rato, avaliou-se o potencial regenerativo 6sseo das CTMs quando
usadas sozinhas ou combinadas com Proteina Morfogenética Ossea 7 (BMP-7), no tratamento
de defeitos de tamanho critico segmentado. Os resultados mostraram que a associacdo de
CTMs expandidas in vitro e BMP-7 proporcionou uma melhor capacidade osteoindutora em
comparagdo com as CTMs ou BMP-7 usados isoladamente (BURASTERO et al., 2010).

Estudos clinicos também tém sido realizados para avaliar o potencial das CTMs na
regeneragdo Ossea. Jager et al. (2009) relataram os achados clinicos de uma série de 10 casos
de pacientes com deficiéncia dssea volumétrica (pseudoartrose, cistos 6sseos ou defeitos
6sseos endoprotéticos) que foram tratados com CTMs isoladas do aspirado de medula dssea.
O sucesso clinico foi definido por reducdo ou auséncia de dor combinada com formagao de
novo 0sso no sitio do transplante. O osso neoformado na area dos defeitos foi avaliado
radiograficamente. Todos os pacientes apresentaram cicatrizagdo 0ssea suficiente no periodo
analisado. Os resultados demonstraram que as CTMs foram capazes de permitir a
diferenciag@o osteogénica in vitro, sem qualquer estimulo osteogénico. A aplicagao local das
CTMs no tratamento de deficiéncias 6sseas pode ser uma alternativa promissora aos enxertos
Osseos autogenos e pode auxiliar a reduzir a morbidade do sitio doador.

Recentemente, Behnia et al. (2011) utilizaram CTMs no tratamento de pacientes com
fissura palatina. As CTMs foram obtidas através da aspiracdo da medula 6ssea do osso iliaco
posterior dos pacientes e foi realizada a cultura dessas células. Apos a expansdao das CTMs,
elas foram colocadas em arcaboucos bifasicos e combinadas com PDGF. Aos trés meses pos-

operatdrios, tomografias computadorizadas “cone beam” foram realizadas e a média do
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volume o6sseo na fissura foi de 51,3%, sugerindo que a associagdo CTMs/PDGF pode
melhorar a capacidade regenerativa dessas células.

CTMs derivadas da medula 6ssea parecem ser uma fonte popular de células-tronco
adultas e tém sido amplamente utilizadas em varios procedimentos de engenharia tecidual e
terapia celular. Essas células ndo tém se mostrado perfeitamente capazes de promover a
osteogénese em ambientes in Vvitro ou in vivo. De qualquer forma, o comportamento dessas

células ¢ diferente e menos previsivel em um contexto vivo (BEHNIA et al., 2011).
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2.3. Associacao PRP/CTMs

O uso da associagdo PRP/CTMs vem sendo explorada por diversos autores na
literatura mundial (LUCARELLI et al., 2005; ITO et al., 2006, XU et al. 2011; KOHGO et al.
2011; CHO et al. 2011). Alguns estudos in vitro demonstraram a influéncia do PRP sobre as
CTMs (GRUBER et al., 2004; LUCARELLI et al., 2003). Lucarelli et al. (2003) avaliaram os
efeitos do PRP sobre CTMs de origem humana e observaram um aumento significativo no
numero dessas células no terceiro, sexto € nono dia do experimento quando estas foram
cultivadas com 10% de PRP. A taxa de crescimento foi aproximadamente duas vezes mais
alta quando comparada com a das células controle (ndo tratadas). Os autores concluiram que
este aumento na taxa de proliferacdo das CTMs poderia ser vantajoso para aplicacdes clinicas,
tais como o uso destas células para a reconstrucao de grandes defeitos 0sseos.

Em um estudo recente, CTMs derivadas da medula 6ssea foram cultivadas em meio
suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10% ou PRP 5% e 10% até a primeira ou a
segunda passagem da cultura. Os pardmetros avaliados foram producdo celular,
clonogenicidade, fendtipo, bem como o potencial de migracdo e diferenciacdo celulares. Os
resultados demonstraram que o uso de PRP resultou em uma taxa de expansdo e produgdo
celulares significativamente maiores nas passagens 0 e 1 da cultura. Os autores concluiram
que o PRP humano pode ser visto como uma fonte alternativa ao SFB para o cultivo de CTMs
(GOEDECKE, 2011).

Uma vantagem da associagdo PRP/CTMs ¢é o seu potencial osteogénico,
osteocondutivo e osteoindutivo, devido a capacidade de formagdo dssea das CTMs e a
presenca dos FCs secretados pelas plaquetas em um arcabouco tridimensional de fibrina
(ANITUA et al., 2006). O PRP também apresenta excelente biodegradabilidade, a qual ¢
continua com a nova formagdo Ossea. Isto torna o PRP diferente de outros arcabougos

classicos, como a ceramica de fosfato de tricalcio ou matrizes de coral, que ndo se degradam
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durante as primeiras semanas apos sua implantagdo. Além disso, esta associagdo PRP/CTMs ¢
autdgena, ndo-toxica e possui 6tima plasticidade (ANITUA et al., 2006).

Fundamentado nestes principios, Ito et al. (2005) estudaram o potencial da associagao
PRP/CTMs comparada com enxerto dsseo autégeno, enxerto 6sseo xenogeno e apenas PRP
no tratamento de defeitos Osseos mandibulares em caes. A associagio PRP/CTMs
proporcionou maior maturagdo 6ssea e acelerou o processo de regeneragdo Ossea quando
comparada com os outros tratamentos. Yamada et al. (2004a) ja haviam relatado que o uso de
PRP/CTMs em defeitos 6sseos induziu a formagdo de osso maduro e vascularizado quando
comparado com defeitos controle em mandibula de cdes. Além disso, os dados deste estudo
demonstraram que o PRP permitiu a proliferagdo das CTMs sem deformar a estrutura celular,
0 que o tornaria um excelente veiculo para manter as células na correcdo ou reconstrucao de
defeitos Osseos na pratica clinica. Assim, Yamada et al. (2004b) usaram a associacao
PRP/CTMs para aumento de rebordo alveolar com a colocacdo simultdnea de implantes de
titanio em trés pacientes. Segundo os autores, este procedimento foi menos invasivo e
proporcionou boa estabilidade aos implantes (YAMADA et al., 2004b). O potencial
terapéutico da associacdo PRP/CTMs também foi comprovado com o sucesso obtido em trés
casos de distracao osteogénica de ossos longos, o que levou a conclusdo de que este tipo de
terapia da engenharia tecidual poderia diminuir o tempo de tratamento e as possiveis
complicagdes da técnica, acelerando a formagao 6ssea (KITOH et al., 2004).

Outros estudos também relataram o cultivo de CTMs e sua associagdo com o PRP na
terapia regenerativa (LUCARELLI et al., 2005; DALLARI et al., 2006; YAMADA et al.,
2006; FILHO CERRUTI et al., 2007). Vogel et al. (2006) avaliaram se a expansao de CTMs
em meio com PRP iria manter a capacidade de diferenciacdo destas células em linhagens
osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas in Vitro e, se elas iriam manter sua capacidade de

formacdo Ossea sobre condigdes definidas in vivo. As CTMs foram expandidas de seis
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doadores em meios de expansdo celular contendo SFB a 2 % ou PRP a 3 %. Para o teste da
formagdo ossea in vivo, as células expandidas foram semeadas em blocos de hidroxiapatita
deficiente em céalcio e de fosfato de B-tricalcio, os quais foram cobertos com fibronectina ou
soro humano. Foram, entdo, implantados subcutaneamente em ratos com imunodeficiéncia
combinada, removidos apds 8 semanas e analisados histologicamente. Os resultados
mostraram que o meio de expansao suplementado com PRP produziu numero de células duas
vezes maior quando comparado ao meio com SFB apds 3 semanas de cultivo, mantendo
capacidade similar de diferenciagdo para as linhagens osteogénica, condrogénica e
adipogénica. Os resultados do teste in vivo demonstraram que a formagdo ossea foi igual para
as células expandidas com PRP e SFB (VOGEL et al., 2006).

A associacdo PRP/CTMs tem-se mostrado interessante do ponto de vista cientifico,
porém a literatura carece de estudos clinicos controlados e randomizados que avaliem o
potencial regenerativo desta associacdo. Somente apds a realizagdo desses estudos, que
proverao bases cientificas confiaveis, € que esta associagdo podera ser integrada na rotina dos

procedimentos cirargicos regenerativos.
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