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UTILIZAGCAO DE PLASMA RICO OU POBRE EM PLAQUETAS,
ASSOCIADO OU NAO A ENXERTO OSSEO CORTICAL ALOGENO, NA
REPARAGAO CIRURGICA DE FALHA ULNAR EM OVINOS.

RESUMO - A enxertia 6ssea alégena na ortopedia veterinaria € meio seguro e de
eleicdo na reposicao de perdas e falhas 6sseas em fraturas ou ressecgdes amplas. A
glicerina a 98% é excelente meio de conservagdo de tecido Osseo, possui efeito
bactericida, baixo custo e simplicidade operacional. O plasma rico em plaquetas (PRP)
€ produto organico, derivado do sangue autégeno, utilizado como fonte autégena de
fatores de crescimento combinado aos diferentes enxertos e substitutos 6sseos. O
plasma pobre em plaquetas (PPP) associado ao protocolo de PRP promove melhor
cicatrizagao dos tecidos moles incisados durante o procedimento cirurgico. Com este
estudo objetivou-se, avaliar os efeitos do uso de PRP e PPP associados ou ndao ao
enxerto alégeno de osso cortical conservado em glicerina a 98%, em falhas Osseas
ulnares. Foram utilizados 12 ovinos, fémeas, entre um e dois anos de idade, mesticos
da raca Santa Inés, entre 30 a 35 Kg. Os animais foram separados em trés grupos de
quatro animais cada. Induziu-se, em ambas as ulnas, defeito 6sseo de 1,5 cm de
comprimento em todo seu didmetro. A ulna esquerda n&o recebeu enxertia (controle).
No grupo GP implantou-se na ulna direita PRP e PPP. No grupo GO, implantou-se
osso cortical alégeno triturado e no grupo GPO implantou-se osso cortical alégeno
associado ao PRP e PPP. Comparam-se entre os grupos, a evolucao clinica e
formacéo de calo 6sseo por exames radiograficos aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de
poés-operatério. Os grupos GO e o GPO, durante os periodos de observagao,
apresentaram melhores resultados na formacgéo de ponte éssea, diminuicdo da linha de
falha 6ssea e formacéao de calo 6ésseo, quando comparados ao grupo GP e a falha sem
enxertia (controle), além disso, todos os grupos que receberam enxertia na falha ulnar

apresentaram melhores resultados quando comparados a falha controle.

Palavras chave: ortopedia, ovinos, enxertia ulnar, fatores de crescimento e glicerina a
98%
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USE OF PLASMA RICH OR POOR IN PLATELETS, WITH OR WITHOUT
CORTICAL BONE GRAFTDONOR, SURGICAL REPAIR OF THE ULNAR
FAILURE IN SHEEP.

ABSTRACT - The allogeneic bone graft in veterinary orthopedics is secure and choice
in the replacement of losses and failures in bone fractures or wide resections. A 98%
glycerin is an excellent means of preservation of bone tissue, has a bactericidal effect,
low cost and operational simplicity. The platelet-rich plasma (PRP) is an organic product
derived from the blood was used as a source of autologous growth factors combined
with the different grafts and bone substitutes. The platelet-poor plasma (PPP) protocol
associated with the PRP promotes better healing of tissues incised during surgery. This
study aimed to evaluate the effects of the use of PRP and PPP associated or not with
allograft cortical bone preserved in glycerin to 98% in ulnar bone defects. We used 12
sheep, females, between one and two years old, crossbred Santa Inés, between 30 and
35 kg The animals were divided into three groups of four animals each. Was induced in
both ulnar, bone defect of 1.5 cm in length across its diameter. The left ulna received no
graft (control). In the GP group was implanted in the right ulna PRP and PPP. In the
OG, it was implanted cortical bone allografts ground and the group GPO was implanted
cortical bone allografts associated with the PRP and PPP. Are compared between the
groups, the clinical and callus formation by X-ray examinations at 15, 30, 45, 60, 75 and
90 days postoperatively. The GO group and the GPO during the observation periods,
showed better results in the formation of bone bridge, reduction of the fault line and
bone callus formation, when compared to the GP and graft failure without (control), in
addition, all the groups that received the graft failure ulnar showed better results when

compared to control failure.

Keywords: Orthopedics, sheep, ulnar nerve grafting, growth factors and glycerine to
98%



I. INTRODUGAO

A possibilidade de recuperagédo de perdas 6sseas tem sido um desafio para os
profissionais e pesquisadores em medicina veterinaria ja ha algum tempo (COSTA,
1996; PINTO Jr. et al., 1996; DEL CARLO et al., 1999; GIOSO et al., 2002; ZILIOTTO et
al., 2003; PAGLIOSA & ALVES, 2007; BARBOSA et al., 2008; SILVA et al., 2009).

O reparo de defeitos 6sseos requer grande conhecimento a respeito de materiais
que possam preencher estas falhas. Esses materiais podem ser derivados biologicos,
sintéticos ou metalicos. Dentre eles, destacam-se os enxertos ésseos e os implantes de
biomateriais (GIOSO et al., 2002; MARIA et al., 2003; ANDRADE et al., 2007).

A enxertia 6ssea de ossos aldgenos na ortopedia veterinaria € o meio seguro e
de eleicdo na reposicdo de perdas e de falhas d6sseas em fraturas ou resseccdes
amplas (GIOSO et al., 2002).

Diferentes meios de conservagdo para aloenxertos corticais sdo citados na
literatura (MELO et al., 1998), porém a glicerina a 98% €& a mais utilizada (COSTA,
1996; PINTO Jr. et al., 1996; DEL CARLO et al., 1999; GIOSO et al., 2002; ZILIOTTO et
al., 2003).

Dentre os biomateriais, o plasma rico em plaquetas (PRP) tem sido amplamente
estudado por melhorar a integragéo de enxertos, sejam cutaneos, cartilaginosos ou de
gordura, bem como por estimular a cicatrizagdo de feridas. O PRP, na medicina, é
utilizado em cardiologia e em neurocirurgia e, recentemente, tornou-se comum em
procedimentos de enxertos 6sseos (MARX et al., 1998; LANDSBERG & GLICKMAN,

2000; KIM et al., 2002; WEIBRICH et al., 2004; VIEGAS et al., 2006).



O fundamento da utilizagdo do PRP no processo de regeneragdo Ossea tem
respaldo no principio de que os fatores de crescimento plaquetario, presentes no PRP,
atuam diretamente, aumentando a proliferacdo de pré-osteoblastos, e indiretamente,
por promover maior angiogénese (ANDRADE et al., 2007).

Desta forma, nos defeitos 6sseos maiores onde células remanescentes ndo sdo
suficientes para induzir ao reparo, os fatores de crescimento desempenham papel
fundamental, capazes de auxiliar as células no processo de reparagédo 6ssea (LYNCH
et al., 1989).

No entanto, a utilizagdo do PRP deve ser realizada com critério, baseando-se na
adequada metodologia de isolamento e de utilizagdo. A aplicagdo inadequada pode ser
um fator determinante na eficacia em enxertos, justificando alguns resultados
controversos da utilizagdo do PRP em enxertos 6sseos (ANDRADE et al.,, 2007,
PAGLIOSA & ALVES, 2007).

Apesar do grande numero de publicagdes, relacionadas a associacao de PRP e
enxertia 0ssea, a literatura cientifica relativa a aplicagdo do PRP na reconstrugdo do
tecido 6sseo cortical do esqueleto apendicular, em modelos animais, € muito escassa.

Objetivou-se, com o presente estudo, avaliar por meio de exames clinicos e
fisicos, radiograficos e laboratoriais, a influéncia do plasma rico em plaquetas e do
plasma pobre em plaquetas, associados ou ndo ao enxerto cortical alégeno triturado
conservado em glicerina a 98%, na reparagdo de grande falha Ossea induzida

experimentalmente na ulna de ovinos.



Il. REVISAO DA LITERATURA

1. BIOMATERIAIS

Os enxertos 6sseos sdo utilizados desde o século XVI quando Van Meeken
transplantou, com sucesso, osso de cranio de cao para um defeito 6sseo no homem. A
partir de 1800, observa-se emprego de compostos sintéticos para substituicdo 6ssea,
quando se implantou sulfato de calcio em defeitos 6sseos (NUNES FILHO et al., 2007).

A procura por substancias naturais ou sintéticas capazes de substituir tecidos
6sseos tem sido alvo de muitas pesquisas contemporaneas (WILSON et al., 2006;
ANDRADE et al., 2007; DUSSE et al., 2008).

Por ser uma estrutura inervada e irrigada, os o0ssos apresentam grande
sensibilidade e alto potencial de regeneragédo, porém esta capacidade pode n&o se
manifestar nos defeitos 6sseos de grandes dimensdes. Nestes casos, o tecido ésseo
nao exibe capacidade de regeneracao espontanea, exigindo procedimentos operatorios
reconstrutivos, que tem na enxertia 6éssea sua principal técnica de tratamento (LYNCH
et al., 1989; MARX et al., 1998).

Atualmente, existe grande variedade de opg¢des para enxertos que podem ser
derivados biolégicos, sintéticos ou metalicos. Dentre eles, destacam-se o 0sso
autégeno (SANTOS & RAHAL, 2004), osso alégeno (ALIEVI et al., 2007), enxertos
xendgenos, ceramicas biocompativeis, hidroxiapatita sintética, vidros bioativos e
polimeros (COSTA, 1996; CAMARINI et al., 2006; ANDRADE et al., 2007; SILVA et al.,

2007).



Biomaterial € definido como todo material utilizado para substituir, no todo ou em
parte, sistemas biologicos. As préoteses produzidas com materiais bioldgicos de origem
animal constituem-se, hoje, op¢éo para os cirurgides médicos e veterinarios, sendo de
facil obtencéo, baixo custo e simples conservagéo. Na literatura, ha muitos relatos da
utilizagdo de préteses biolégicas, com sucesso, na reparagdo de diversas injurias,
inclusive 6sseas, funcionando como arcabouco para formacdo de tecidos do préprio
receptor, sendo incorporados sem provocar rejeicdo ou induzir processos inflamatorios
significativos (COSTA, 1996; PINTO Jr. et al., 1996; DEL CARLO et al., 1999; GIOSO et
al., 2002; BARBOSA et al., 2008).

Um material para enxertia 6ssea € considerado ideal quando apresenta as
seguintes caracteristicas como biocompatibilidade, ndo ser carcinogénico, apresentar
baixo custo, ser gradualmente substituido por tecido da é&rea receptora, com
propriedades osteocondutoras e osteoindutoras (CAMARINI et al., 2006).

Os biomateriais devem promover a regeneragédo 6ssea e, para isso, necessitam
de pré-requisitos tais como fonte de células formadoras de osso, ou células com
capacidade de se diferenciar em células formadoras de osso; estimulo indutor para
iniciar a diferenciacdo das células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos;
presenca de meio osteocondutor formando uma matriz sobre a qual o tecido invasor
possa diferenciar-se em osteoblastos e formar osso (GARG, 1999).

Durante as fases iniciais da cicatrizacdo, os biomateriais tém as funcdes de
manter o volume tecidual e a estabilidade mecanica para, posteriormente, serem

reabsorvidos e substituidos por novo osso, através da atividade osteoclastica e



osteoblastica, formando a matriz ostedide e mineralizacédo subsequente (DALAPICULA
et al., 2006).

Ha muitas discussbes e controvérsias quanto a utilizagcdo de biomateriais para
enxerto e reconstrucao éssea, sendo do conhecimento de todos que o melhor material
€ 0 o0sso autdbgeno, devido as propriedades biolégicas osteoindutoras e
osteocondutoras e a auséncia de rejeicdo (ANDRADE et al., 2007; NUNES FILHO et
al., 2007; BARBOSA et al., 2008). No entanto, as fontes de enxertos autbgenos séo
escassas, de modo que o ortopedista necessite utilizar outros materiais ou técnicas
para casos complicados que requeiram multiplos procedimentos de enxertia. Nesses, a
fonte principal sdo os ossos obtidos a partir de animais da mesma espécie, ou seja,
aloenxertos (COSTA, 1996; MORELLO et al. 2001; WILSON et al., 2006).

O aloenxerto ou enxerto alégeno envolve dois individuos da mesma espécie,
porém, sem parentesco. O enxerto 6sseo cortical € o mais usado para promover
estabilidade ao foco da fratura, com a finalidade de reconstrugdo e estabilidade
mecanica. O osso cortical pode ser colhido e imediatamente transplantado a fresco ou
colhido e armazenado em bancos de ossos, portanto, um Unico doador pode fornecer
varios segmentos 6sseos (MELO et al., 1998; ZILIOTTO et al., 2003).

Com relagdo aos meios de conservacao de implantes corticais, varios métodos
séo citados na literatura. Entre eles destacam-se glicerol (MELO et al., 1998), mel
(ALIEVI et al., 2007), congelamento (MORELLO et al., 2001), 6xido de etileno e
glicerina 98% (COSTA, 1996; PINTO Jr. et al., 1996; DEL CARLO et al., 1999; GIOSO

et al., 2002; ZILIOTTO et al., 2003), visam a preservar a integridade fisica do implante e



da proteina osteoindutora, a reduzir a sua imunogenicidade e a preservar a sua
esterilidade.

Na medicina veterinaria, a glicerina a 98% é o método de conservagdo mais
utilizado atuando com eficiéncia para fragmentos &ésseos, mantendo-os livres de
contaminacgéo bacteriana durante o periodo de estocagem, mesmo por periodos longos
de tempo (GIOSO et al.,, 2002). Aléem disso, a glicerina possui agdo redutora da
antigenicidade, preservando as fungbes de osteoindugdo e a osteoconducgdo, sendo
bom substituto ao método de congelamento, além de apresentar baixo custo (COSTA,
1996; PINTO Jr. et al., 1996; DEL CARLO et al., 1999; GIOSO et al., 2002; ZILIOTTO et
al., 2003).

A osteoindugcdo € uma das principais propriedades atribuidas aos enxertos
O0sseos. O termo refere-se ao processo pelo qual ocorre diferenciacédo de células
mesenquimais indiferenciadas, presentes no tecido circunjacente ao local do enxerto,
em células de linhagem osteogénica. Esse mecanismo esta relacionado a atividade da
proteina morfogenética do osso (BMP) contida na matriz éssea (BESSHO & IZUKA,
1994).

CAVASSANI et al. (2001) relataram a preservagao da atividade osteindutora em
fragmentos 6sseos conservados em glicerina a 98%, durante 30 dias, em temperatura
ambiente. Como a glicerina desidrata o tecido 6sseo e preserva a concentragao idnica
das células, mantendo a integridade celular, provavelmente, a mesma preserva a

funcao osteindutora do material implantado, por conferir algum tipo de protecao a BMP.



O conhecimento crescente dos eventos moleculares e celulares envolvidos na
reparacdo Ossea em fraturas permitiu ampliar as possibilidades terapéuticas em
enxertos 6sseos (PAGLIOSA & ALVES, 2007).

Além do desenvolvimento dos biomateriais, a partir da década de 90, vem se
desenvolvendo terapia baseada na associagéo de fatores de crescimento aos enxertos,
buscando acelerar e melhorar o reparo 6sseo (MARX et al., 1998).

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um adjuvante recentemente introduzido
neste contexto. Gel de plaquetas, fonte autogena de fator de crescimento, coquetel
natural de fatores de crescimento, tecido rico em plaquetas e concentrado plaquetario
sdo os sindbnimos do PRP. Independentemente da denominacéo recebida, desde o
inicio da sua aplicagéo, tem aumentado a esperanca de que intensifique a neoformagéao

o0ssea (ANDRADE et al., 2007).

2. PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

2.1. Fatores de crescimento

As plaquetas atuam na hemostasia, na cicatrizagcdo de feridas e na
neovascularizacao. Elas liberam diversos fatores de crescimento que estimulam a
angiogénese, promovendo crescimento vascular e proliferagdo de fibroblastos, que, por
sua vez, proporcionam aumento na sintese de colageno. Fatores de crescimento (FCs)

sdo polipeptidios especificos, presentes no plasma e em tecidos, que regulam a



diferenciacéo e a proliferacédo celulares e, portanto, a regeneracdo de tecidos (MARX,
2004).

Varios FCs tém sido relacionados a reparacdao do osso. Alguns desses FCs,
como os fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGF), fatores de
crescimento transformadores o e B (TGF-a e TGF- B), fatores de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), fatores de crescimento epitelial (EGF) e fatores de
crescimento semelhantes a insulina | e Il (IGF-l e IGF-Il) estdo contidos em granulos
das plaquetas (MARX et al., 1998). A acdo conjunta desses fatores resulta na
sinalizagdo para que células mesenquimais e epiteliais migrem para o local lesado,
sofram divisdo mitética, estimulem a sintese de matriz e colageno, resultando em
cicatrizacdo mais rapida e eficiente. Além disso, outras proteinas das plaquetas como
fibrina, fibronectina e vitronectina, atuam como moléculas de adesdo celular,
osteoconducéo e osteoinducdo (MARX et al., 1998; TONZUM & DEMIRALP, 2003;
ANDRADE et al., 2007).

Os fatores de crescimento locais e sistémicos atuam nas fases de inflamagéo,
reparo e remodelacao durante a cicatrizagdo 6ssea, exercendo fun¢des importantes em
cada uma dessas fases (MARX, 2004).

O PRP é uma fonte autégena, atéxica e ndo imunogénica de fatores de
crescimento que apresenta, em sua constituicdo plasma, leucocitos e plaquetas. No
plasma estdo contidos diversos fatores de coagulagdo, leucocitos que conferem
resisténcia natural aos agentes infecciosos e imunogénicos, e plaquetas que sofrem

degranulagéo nos sitios de lesao liberando fatores de crescimento (MARX et al., 1998).



Os FCs do PRP agem nas células osteoprogenitoras, diferenciando-as e
auxiliando o trabalho das células presentes no osso pré-existente, diminuindo, assim,
sua reabsorcdo. Como os fatores de crescimento derivados das plaquetas sao
altamente instaveis e ndo duram muito em estado livre na corrente sanguinea, o PRP é
veiculo adequado para aumentar sua concentragao nos tecidos lesados (WILSON et al.,
2006).

O PRP possui, também, proteinas osteocondutoras, que servem de matriz para a
migracao epitelial e a formacao 6ssea e do tecido conectivo (KIM et al., 2002). Estas
propriedades tornam o PRP produto com grande potencial para melhorar a integracéo

de enxertos (MARX, 2004).

2.2 Plasma pobre em plaquetas

Estudos recentes demonstram os beneficios do uso de plasma pobre em
plaquetas (PPP) em cirurgias com descolamento de retalhos. O PPP ou cola de fibrina
autégena é utilizado, na enxertia 6ssea, como membrana para auxiliar a cicatrizagédo de
tecidos moles presentes no sitio da enxertia (MAN et al., 2001; ALMEIDA et al., 2008;
ROMEIRO et al., 2008).

Os autores evidenciaram que o uso do PPP acelera a cicatrizagao, diminui o
sangramento capilar local, reduz o tempo cirurgico, elimina a necessidade de dreno,
reduz o uso de curativos de pressao e diminui a dor pos-operatéria (MAN et al., 2001;

BROWN et al., 2006; ALMEIDA et al., 2008).
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2.3 Processos de obtengdo dos plasmas rico e pobre em plaquetas

As primeiras formas de extragdo do plasma rico em plaquetas e do pobre em
plaquetas para utilizagcdo em cirurgias empregavam maquinas de autotransfusao, para
fazer a separagao celular do sangue que circulava por ela proveniente de cateter
venoso profundo colocado no paciente durante a cirurgia. A técnica inicialmente
descrita foi proposta por meio do método de separagédo celular descontinua, onde,
normalmente, eram necessarios de 400 a 450 mL de sangue e de pessoal
especializado para operar o equipamento (MARX et al., 1998). Esse método, porém, é
limitado pela técnica empregada e pelo volume de sangue necessario, ficando restrito a
institutos de transfusdo de sangue ou a ambientes hospitalares (TONZUM &
DEMIRALP, 2003).

Recentemente, com alguns protocolos simplificados tém-se conseguido a
obtencdo do PRP com custos menores e utilizando-se de centrifugas convencionais.
Embora mais trabalhosos, os protocolos simplificados permitem a preparagédo do PRP
com custo dez vezes menor e em ambientes mais simples (ANUITA, 1999;
LANDENBERG & GLICKMAN, 2000; VENDRAMIN et al., 2006).

A preparacao do PRP, em si, € simples e esta ao alcance de qualquer cirurgiao
que disponha de centrifuga com regulagem de velocidade (MARX et al., 1998;
LANDENBERG & GLICKMAN, 2000; BARBOSA et al., 2008; ROMEIRO et al., 2008).
Como o PRP é uma preparacao autégena, ndo ha risco de rejeicdo para o paciente,
inclusive de infec¢des no local operatorio (WILSON et al., 2006; ANDRADE et al.,

2007).



11

O PRP é obtido pela centrifugagcédo do sangue recém colhido, utilizando-se citrato
de sbddio como anticoagulante, em velocidade baixa, de modo a sedimentarem-se as
hemacias e manterem-se os leucécitos e as plaquetas em suspensdo no plasma. O
processo permite a concentracdo de grande numero de plaquetas em condicédo de
liberar os fatores de crescimento, em pequeno volume de plasma. O citrato de sédio é o
anticoagulante de escolha, pois ndo altera os receptores de membrana das plaquetas.
Para o preparo do PRP em laboratérios clinicos, € fundamental observarem-se as
condi¢cbes assépticas de manipulagado do sangue, de modo a evitar sua contaminacao
(DUSSE et al., 2008). Sua preparagdo demora, em média, 45 minutos, apds a coleta do
sangue (VENDRAMIN et al., 2006).

Os protocolos e as técnicas cirurgicas utilizadas no preparo e na administracao
do PRP e do PPP diferem-se amplamente (ANUITA, 1999; LANDESBERG &
GLICKMAN, 2000; WEIBRICH et al., 2004; PAGLIOSA & ALVES, 2007), causando
variacdes em propriedade fundamental, ou seja, a concentragdo de plaquetas, o que
pode influenciar marcantemente o efeito bioldgico dos plasmas.

MARX et al. (1998) afirmam que um protocolo de dupla centrifugagéo é essencial
para que possa, verdadeiramente, concentrar as plaquetas durante o preparo de PRP.
Segundo os autores, ndo s o numero de centrifugacdes € importante no preparo do
PRP, mas a forga de rotacdo selecionada. O aumento desta pode garantir maior
concentragao de plaquetas.

Para ser considerado PRP, a concentracdo minima deve ser de 500.000 a
1.000.000 plaquetas por pL (ANUITA, 1999; OBARRIO et al., 2000; MARX, 2004;

SILVA et al., 2009) ou, ainda, possuir aumento de 300 a 400% de plaquetas em relagéo
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a quantidade presente no sangue periférico para que se possa acelerar a reparagao do
osso (KIM et al., 2002; WEIBRICH et al., 2004). Quanto maior o numero de plaquetas
no sangue total, mais rico em plaquetas sera o PRP (SILVA et al., 2007; BARBOSA et
al., 2008; MESSORA et al., 2009).

MESSORA et al. (2009) avaliaram um protocolo de unica centrifugacao, para o
preparo do PRP. Os autores concluiram que o protocolo foi capaz de concentrar
plaguetas em niveis menores que o dobro da quantidade presente no sangue periférico.

Segundo MARX (2001), os protocolos de unica centrifugagdo ndo produzem
PRP, mas uma mistura de PPP com PRP.

N&o apenas o numero de plaquetas das preparagcdes deve ser observado, mas
também os aspectos qualitativos, ou seja, a fungcdo das plaquetas. Um numero
consideravel de plaquetas, porém com viabilidade comprometida, certamente n&o
proporcionara o efeito desejado, ja que os fatores de crescimento essenciais para o
sucesso da preparacao podem ser eliminados em consequéncia de procedimentos
inadequados (DUSSE et al., 2008).

A avaliacdo da atividade bioldgica dos fatores de crescimento derivados das
plaquetas é complexa, de modo que ndo ha como avaliar previamente a qualidade do
gel produzido (LANDSBERG & GLICKMAN, 2000).

Independente do numero de centrifugagdes utilizado, depois de obtido, o plasma
pode ser gelificado por meio da adicdo de trombina bovina ou autégena e gluconato de
calcio. A trombina, na presenca do calcio, promove a clivagem do fibrinogénio
plasmatico em fibrina e atua promovendo a polimerizagdo dessa enzima. Forma-se um

composto insoluvel, de consisténcia semelhante a de um gel, que estimula a
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degranulagéo das plaquetas e a liberagao de ocitocinas que funcionam como fatores de
crescimento (OBARRIO et al., 2000; VENDRAMIN et al., 2006).

O gel de plaquetas obtido apods gelificacdo facilita sua aplicacdo em diversas
cirurgias e também ativa plaquetas (EFEOGLU et al., 2004; VENDRAMIN et al., 2006).
A trombina bovina pode ser substituida, com sucesso, pelo Soluplastin®', coagulante
contendo, em sua composigao, tromboplastina de cérebro de coelho, cloreto de calcio e
cloreto de sdédio, formando um gel consistente (BARBOSA et al., 2008).

Na literatura, observa-se resultados paradoxais com relacdo a neoformacéo
Ossea, apdés o uso de PRP, uma vez que utilizam-se diferentes protocolos para
obtencéo de gel de plaquetas. A obtencdo de numero reduzido de plaquetas no PRP,
bem como a fragmentacdo ou ativacdo precoce das plaquetas durante a coleta e
manipulacdo do sangue, pode resultar na liberacao dos fatores de crescimento antes do

preparo do gel, influenciando no sucesso do procedimento (DUSSE et al., 2008).

3. UTILIZAGAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS EM FALHAS OSSEAS

Os trabalhos tém demonstrado que o uso da técnica do PRP pode representar
estratégia disponivel para modular e acelerar a reparagdo 6ssea, fornecendo matriz
osteocondutiva natural, além de aumentar a velocidade e a densidade de formagao do
osso (MARX et al., 1998).

WILSON et al. (2006) utilizaram o PRP para reparar falha 6ssea diafisaria

segmentar, de meia espessura e 2 cm de comprimento, produzida no radio de coelhos.

! Soluplastin — Wiener lab. S.A.I.C, Rosario, Argentina
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Os resultados da investigacéo indicaram que o PRP proporciona reagéo favoravel em
0ssos longos.

MARX et al. (1998) e ANUITA (1999) informaram sobre a capacidade do PRP,
utilizado isoladamente de acelerar o reparo 6sseo, promovendo 0ssO maturo e
compacto. Segundo os autores, o periodo de vida das plaquetas no gel é de trés a
cinco dias e a atividade de seus fatores se extingue em sete a 10 dias, porém o reforco
inicial oferecido é benéfico, pois acelera a cascata de eventos da reparacgao.

Segundo NUNES FILHO et al. (2007), PRP é um gel e ndo apresenta
consisténcia para comportar-se como material de preenchimento em falhas ésseas.

Em estudos recentes, nos quais se utilizou o PRP isoladamente em falhas
Osseas, quando comparadas com falhas sem preenchimento (controle), ndo foram
observadas diferengas significativas. Além disso, os autores afirmaram que o PRP
isoladamente nao forma osso novo por estimulagdo e diferenciagdo de células
mesenquimais. Como o PRP nao € citodiferenciador, biomateriais osteoindutores ou
precursores de osteoblastos presentes na medula e em enxertos autdgenos, seriam
necessarios para iniciar a neoformacdo 6ssea (ARPORNMAEKLONG et al., 2004;

NUNES FILHO et al., 2007; SILVA et al., 2009).

4. UTILIZAGAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS ASSOCIADO A

ENXERTOS OSSEOS E BIOMATERIAIS

O gel de plaquetas constituido essencialmente por PRP tem sido utilizado, na

medicina, em cirurgia oral, bucomaxilofacial e em procedimentos de reconstrucao para
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implantodontia, visando a acelerar o reparo da ferida cirurgica e a reparagdo 0ssea
(MARX et al., 1998; KIM et al., 2002; ALBUQUERQUE et al., 2008). Em ortopedia, a
associagdo do PRP ao tratamento convencional tem proporcionado resultados
animadores no tratamento de fraturas, em associagdo com enxertos 0sseos autdogenos
ou alégenos e outros materiais substitutos como a hidroxiapatita sintética, vidros
bioativos e polimeros (WILSON et al., 2006; ANDRADE et al., 2007; DUSSE et al.,
2008). Ha, todavia, poucos relatos sobre efeitos benéficos sobre a cicatrizacdo dos
ossos longos (LUCARELLI et al., 2005).

MARX et al. (1998) relataram que a eficiéncia dos fatores de crescimento
liberados pelas plaquetas ocorre desde o inicio da cirurgia, contribuindo para a
neoformacao 6ssea desde o primeiro estagio, determinando a aceleragao no reparo dos
tecidos e produzindo tecido ésseo de maior densidade. Os resultados da associagéo do
PRP com enxertos 6sseos tém mostrando consolidagédo mais rapida e mineralizagao do
enxerto em 50% do tempo requerido, além de aumento de 15% a 30% na densidade do
0sso trabecular.

A associacdo de enxerto autégeno e PRP em falhas 6sseas aumentam a
eficiéncia do reparo ja na segunda semana, sugerindo que a associagdo é benéfica
para os momentos iniciais da reparacao e favorece a estabilidade do osso neoformado,
a longo prazo (ANDRADE et al., 2007).

O PRP associado ao enxerto 6sseo representa instrumento para minimizar a
absorcédo da matriz enxertada e incrementar o potencial osteocondutor do o0sso
aposicionado (ANDRADE et al., 2007). Nao obstante, o enxerto ésseo particulado

associado ao PRP permite melhor acomodacéo do enxerto, que pode ser utilizado em
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menor quantidade e ser melhor incorporado ao leito receptor, sem risco de extrusao
(ROMEIRO et al., 2008).

Outro importante fator adicional que sustenta a mais rapida reparacao do osso é
a melhora do reparo dos tecidos moles que revestem defeitos 6sseos tratados com
enxerto e PRP, resultando em melhor cobertura do microambiente 6sseo em
cicatrizacao (ANDRADE et al., 2007)

A maioria das pesquisas encontradas na literatura mostra melhora significativa
na regeneragcado Ossea e tecidual, quando o PRP, associado a enxerto 0sseo, é
utilizado. BARBOSA et al. (2008) comprovaram a eficacia do PRP com enxertos
autogenos em cirurgias da tibia; WILSON et al. (2006) o fizeram em cirurgias no radio
de coelhos; LUCARELLI et al. (2005) especificamente em ossos metatarsianos em
ovelhas; KIM et al. (2002) em defeitos periodontais e NUNES FILHO et al. (2007) com
enxerto autogeno e PRP em cées.

Apesar de bons resultados com a utilizagdo de enxertos 6sseos associados ao
PRP, algumas pesquisas ndo demonstram diferencas significativas em relacédo a
reparagdo Ossea, quando comparada a utilizacdo apenas da enxertia (VIEGAS et al.,
2006) especificamente quando se faz a associagdo de enxerto de 0sso esponjoso
autogeno ao PRP.

CAMARINI et al. (2006) avaliaram possivel atividade aceleradora na reparagéo
O6ssea, quando utilizaram PRP associado a biomateriais em cavidades Osseas
produzidas em mandibula de cdes. Em cada grupo utilizaram-se os seguintes materiais:
Grupo |: sangue (Grupo Controle); Grupo II: sangue e PRP; Grupo lll: vidro bioativo e

sangue; Grupo |V: vidro bioativo, PRP e sangue; Grupo V: hidroxiapatita natural de
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origem bovina e sangue; Grupo VI: hidroxiapatita, PRP e sangue. Da analise
microscopica, concluiram que os biomateriais estudados n&o interferiram com a
evolucao da reparacao, e a presencga ou ndo do PRP n&o interferiu com a evolugédo do
reparo 6sseo.

SILVA et al. (2007) avaliaram os efeitos do PRP combinado a hidroxiapatita n&o-
absorvivel na formacgéo 6ssea em fraturas diafisarias, induzidas experimentalmente em
radio de cées e fixadas com placas e parafusos 6sseos. Tanto na avaliagdo radiografica
como na densitométrica ndo se observaram diferenca significativa na evolugéo do calo
06sseo entre os grupos. Concluiram os autores, que o PRP autbgeno combinado a
hidroxiapatita ndo acelerou o processo de formagdo do calo ésseo, quando da
comparacéo com hidroxiapatita somente.

Com o objetivo de se avaliar clinicamente aspectos da reparacdo Ossea,
BARBOSA et al. (2008) induziram falhas mediais no tergo proximal de cada tibia de
caes. Assim, a falha 1 nao foi preenchida, constituindo o controle, a falha 2 foi
preenchida com 3mg de enxerto ésseo autdgeno da crista da tibia, a falha 3 com gel de
plaquetas (PRP) e a falha 4 com a associagdo PRP e 3mg de enxerto 6sseo autégeno.
A comparacao da radiopacidade na regiao da falha, em todos os tratamentos, e ao
longo do tempo monstrou que o PRP associado ao enxerto determina maior
precocidade e uniformidade de radiopacidade, quando comparada a falha preenchida
pelo PRP e ao enxerto usados isoladamente. Ambos proporcionam melhores resultados
de preenchimento, que a falha mantida sem preenchimento.

NUNES FILHO et al. (2007) avaliaram, histologicamente, os efeitos do PRP

associado ou ndo ao osso autdgeno particulado no reparo de falhas 6sseas em caes.
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Em seus resultados, observou-se que nas cavidades preenchidas pelo gel de PRP
havia a presenca, em todos os animais, de tecido conjuntivo no centro da loja enquanto
no grupo da associagdo do PRP com osso autégeno a cavidade estava totalmente
preenchida por osso neoformado. Segundo o autor, o gel de PRP, isoladamente, n&o
promove reparo da falha 6ssea.

SILVA et al. (2009) avaliaram a influéncia do PRP, associado ou nao, ao
autoenxerto esponjoso na reparacao de falhas 6sseas criadas no cranio de coelhos. O
comportamento dos dois tratamentos, em relagcéo a reparagéo 6ssea, foi semelhante ao
final do periodo de observacgéo.

VIEGAS et al. (2006) testaram a capacidade osteogénica, a histologia e a
histomorfometria 6ssea, de enxerto de 0sso esponjoso autdgeno isolado e da sua
associacao com PRP, em modelo de defeito ésseo cortical circular em ovelhas. A
associacao possibilitou a obtencéo de resultados idénticos na formacéao de tecido 6sseo
aos dos defeitos 6sseos preenchidos apenas com enxerto, porém, reduzindo para
metade a quantidade de enxerto 6sseo requerido, 0 que implicaria em menor
morbilidade do local doador.

Segundo ARPORNMAEKLONG et al. (2004), a forma dos defeitos Osseos
criados em alguns estudos pode facilitar a prote¢cdo do micro ambiente em regeneracgéo.
Quando a area cirurgica em cicatrizagcdo esta em contato direto com os tecidos moles
vizinhos, os fatores de crescimento podem estimular a proliferagdo de fibroblastos,
resultando em maior fibrose no tecido neoformado. Isso porque a secrecao de fibras
ocorre mais precocemente, quando a comparada a formagdo da matriz Ossea,

demonstrando a importancia do leito cirdrgico nos procedimentos de enxertias.
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Métodos inadequados pode ser fator determinante na ineficacia de enxertos
Osseos, justificando alguns resultados controversos, quanto a utilizagdo do PRP em

enxertos 6sseos (PAGLIOSA & ALVES, 2007).
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ll. MATERIAL E METODOS

Foram selecionados, para o estudo, ovinos que nao apresentaram alteragbes
clinicas, radiograficas e laboratoriais, provenientes de fazenda destinada a reproducéo.
Os protocolos anestésicos, cirdrgicos e a manutencao dos animais foram avaliados e
aprovados pela Comissao de Etica e Bem Estar animal da FCAV - UNESP, Campus de
Jaboticabal.

A fase experimental do estudo foi realizada na Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia de Garga — FAMED, Garca - SP.

1. ANIMAIS

1.1 Grupos experimentais

Foram utilizados 12 animais da espécie ovina, mesticos, da raca Santa Inés,
fémeas, entre um e dois anos de idade, pesando entre 30 e 35 kg, distribuidos em trés
grupos (GP, GO e GPO), com quatro animais cada.

Os animais foram submetidos a ostectomia bilateral da porgéo proximal da ulna,
resultando em falha 6ssea de segmento osteoperiosteal, em todo o seu didmetro, com
1,5cm de comprimento. Implantou-se, no local da falha 6ssea do membro toracico
direito do grupo GP, plasma rico em plaquetas e plasma pobre em plaquetas; no grupo
GO, somente osso cortical aldgeno (OCA); e no grupo GPO, implantou-se PRP, PPP e

OCA.
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A falha 6ssea induzida no membro toracico esquerdo de todos os animais

permaneceu vazia, para servir como controle (Tabela 1).

Tabela 1. Protocolo experimental, por grupo de ovelhas, relacionado a enxertia com
plasma rico em plaquetas (PRP) e plasma pobre em plaquetas (PPP),
implante de osso cortical alogeno (OCA), associagdo de OCA ao PRP+PPP
(OCA/PRP/PPP) e sem enxertia na falha 6ssea da ulna do membro toracico
esquerdo (S/TTO).

GRUPOS FALHA OSSEA FALHA OSSEA
MEMBRO MEMBRO
TORACICO TORACICO
ANIMAIS DIREITO ESQUERDO
1 GP PRP + PPP S/ITTO
2 GP PRP + PPP S/TTO
3 GP PRP + PPP S/ITTO
4 GP PRP + PPP S/TTO
5 GO OCA S/TTO
6 GO OCA S/TTO
7 GO OCA S/TTO
8 GO OCA S/TTO
9 GPO OCA/PRP/PPP S/TTO
10 GPO OCA/PRP/PPP S/TTO
11 GPO OCA/PRP/PPP S/ITTO
12 GPO OCA/PRP/PPP S/TTO

GP: grupo plasma; GO: grupo osso cortical; GPO: grupo plasma associado ao 0sso
cortical; S/TTO: sem tratamento.

1.2 Doadores de ossos

Como doadores, foram utilizados dois ovinos, fémeas, mesticos da raca Santa
Inés, com idade estimada de um a dois anos, com peso entre 30 e 40 Kg, livres de
doencas infecto-contagiosas, metabdlicas e neoplasicas, ou de alteracbes
musculoesqueléticas, provenientes da mesma propriedade dos demais animais do

estudo.
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A colheita de fragmentos 6sseos foi efetuada em sala cirdrgica, sob todos os
principios de assepsia, imediatamente apds a eutanasia dos animais. Com o auxilio de
serra oscilatéria, realizou-se a remogéo dos ossos longos dos oito membros. Epifises,
restos musculares e periosteo foram removidos com auxilio de serra manual e bisturi.
Para a remogdo da medula 6ssea, foi utilizado pino metalico com rosca sob agua
corrente. A seguir, os fragmentos 6sseos foram imersos em glicerina a 98%?2, os frascos
identificados com data de colheita, idade, peso e sexo, fechados e mantidos a

temperatura ambiente, por no minimo 30 dias.

1.3 Avaliagao geral dos pacientes e cuidados pré-operatérios

Os animais foram submetidos a periodo de adaptacéo de 30 dias antes de serem
encaminhados a cirurgia. Durante o periodo, realizaram-se hemograma completo e
contagem de plaquetas foi determinada no periodo pré-operatorio imediato.

No dia anterior a confecgédo das falhas 6sseas, os animais foram submetidas a
tricotomia dos membros toracicos, mantidos em baias sob jejum de sélidos e de liquidos
de 12 e duas horas, respectivamente.

Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos confinados a pasto,
com suplementacao de silagem de milho, concentrado (0,5 kg/animal/dia), sal mineral e

agua ad libitum.

% Glicerina a 98% - Labynth, Prod. Lab. Ltda, Diadema - SP
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2. PROCEDIMENTOS PRE-OPERATORIOS

2.1 Coletas de sangue

Previamente ao inicio do ato cirurgico, foi coletado um volume total de 10,8ml de
sangue de cada animal, por pun¢ao venosa jugular, para extracao do PRP e do PPP.
Para este procedimento foram utilizados trés tubos de vacutainer de 3,6ml, estéreis,

contendo 0,5ml de citrato de sédio cada tubo.

2.2. Protocolo de obtencao dos plasmas rico e pobre em plaquetas

Os tubos de vacutainer contendo sangue foram centrifugados® durante trés
minutos a velocidade de 3.500 rpm, promovendo a separac¢ao das células vermelhas
que, por terem peso especifico maior, depositaram-se na parte inferior do tubo. A parte
superior de cada tubo permaneceu o plasma com as plaquetas e, entre estas duas
camadas (células vermelhas e plasma com plaquetas), encontrava-se uma coluna fina e
esbranquicada, denominada zona de névoa (plasma riquissimo em plaquetas), que
contém células brancas, principalmente leucécitos e plaquetas maiores.

Com o auxilio de pipeta milimetrada, foi coletado 1,0 ml de plasma de cada tubo,
contendo a zona de névoa (plasma riquissimo em plaquetas) e parte da porgéo superior

do plasma (plasma rico em plaquetas). Do total de 3 ml de plasma obtidos dos trés

3 Centrifuga Fanem Ltda. (Excelsa Il 206 MP) — Guarulhos - SP
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tubos de vacutainer, 2 ml foram transferidos para um unico tubo visando a obtencgéo de

plasma rico em plaquetas (Figuras 1 e 2).

D

Figura 1. Imagem fotografica ilustrando obtengdo do plasma rico em plaquetas (PRP). A)
sangue coletado do animal no periodo pré-operatério; B) colocagdo dos tubos
em centrifuga; C) centrifugagdo do sangue por trés minutos a 3.500rpm; D)
pipetagem do PRP (seta).
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Figura 2. Localizacdo das colunas de plasma
riquissimo em plaquetas, plasma rico em
plaguetas (PRP) e de plasma pobre em
plaquetas (PPP), apos primeira
centrifugacéo.

Ato continuo, os trés tubos de vacutainer foram novamente centrifugados, por 15
minutos e a 3.500 rpm, para a separagao do plasma e das células vermelhas restantes.
Apos esta segunda centrifugacéo, 1 ml do plasma sobrenadante de cada um dos tubos
foi pipetado e dos 3 ml de plasma obtidos, 2 ml foram transferidos para um unico tubo
obtendo-se, desta maneira, o plasma pobre em plaquetas (Figura 3 e 4).

O processo para a obtencédo do PRP e do PPP foi realizado em 35 minutos, em
temperatura ambiente, de forma estérii e com minima manipulagdo do material.
Amostras desses plasmas foram separadas para a contagem manual do numero de

plaquetas presentes por amostra.



—C D
Figura 3. Imagem fotografica ilustrando a obtencdo do plasma pobre em plaquetas
(PPP). A) plasma sobrenadante da primeira centrifugagdo (seta
vermelha) e células vermelhas (seta amarela); B) centrifugacdo; C)
pipetagem do plasma PPP (seta); D) tubos com 2 ml de PRP (seta
vermelha) e 2 ml de PPP (seta amarela).
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Figura 4. Localizagcdo do plasma pobre em
plaguetas (PPP), ap6s a segunda
centrifugacéo.

2.3 Procedimentos anestésicos.

Enquanto o PRP e o PPP foram processados, os animais foram pré-
anestesiados com acepromazina* (dose 0,2mg/kg) por via intramuscular e, decorridos
20 minutos, receberam inducao anestésica com tiopental sodico® (dose 8mg/kg), por via
intravenosa. Para a manutencao, utilizou-se anestésico halogenado® (halotano) diluido
em oxigénio, administrado por sonda endotraqueal, em circuito com reinalagdo de
gases. A concentragao dos gases foi suficiente para manter o paciente no 2° plano do

Il estagio de Guedel.

* Acepran 10% - UNIVET, Cambuci - SP
> Thiopental Sédico 1g - Cristalia, Itabira - SP
® Tanohalo 250ml — Cristalia, Itabira - SP
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Os animais foram posicionados em mesa cirurgica, com auxilio de calha, em
decubito dorsal, de forma a permitir a abordagem cirurgica a porgéo proximal da ulna.
Procedeu-se preparagdo do campo cirurgico. Realizaram-se antissepsia e colocacao

dos panos de campo. A extremidade dos membros foi isolada, com atadura estéril.

3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.1 Ostectomia de ulna

A abordagem cirdrgica da ulna foi realizada pela face caudal proximal dos
antebracgos. Realizada a incisdo longitudinal de pele, com aproximadamente 10 cm, e
ap6s a divulsdo do tecido ulnar subcutaneo e fascia, os musculos locais foram rebatidos
com auxilio de afastadores (Figura 5).

Apds exposicdo da ulna, primeiramente a do membro toracico direito, esta foi
submetida & ostectomia transversa, com auxilio de micro serra elétrica’, removendo-se
um segmento osteoperiosteal em todo o seu diametro com 1,5 cm de comprimento.
Durante a seccao 6ssea, a area local foi constantemente irrigada com solugéo salina
estéril (Figura 6). De maneira semelhante, realizou-se a ostectomia da ulna do membro

toracico esquerdo.

"Micro-serra cirdrgica sagital elétrica — Dentsclear, Ribeirdo Preto - SP
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A ferida cirirgica de ambos os membros toracicos, apdés a aplicagdo das
enxertias, tiveram a fascia muscular, o tecido subcutaneo e a pele suturadas com fio de

nailon® 2-0 ndo absorvivel.

t‘. ';. - " 1 : ‘ ,‘. ! .

. A L, 6Y B C
Figura 5. Imagem fotogréfica ilustrando o acesso cirdrgico a ulna em ovino. A) face
caudal do membro toracico para abordagem da porgéo proximal da ulna

(seta); B) incisdo de pele, subcuténeo e fascia (seta) e C) musculos
afastados para exposi¢céo da ulna (seta).

8 Mononylon — Ethicon —Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos - SP
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il A A&B

Figura 6. Imagem fotografica ilustrando trans-aperatério de ostectomia da ulna
direita em ovino. A) Nota-se fragmento osteoperiosteal em todo o seu
didmetro (seta) e B) falha 6ssea de 1,5 cm de comprimento (seta).

3.2 Enxertia de plasma rico e plasma pobre em plaquetas no grupo GP

Para a enxertia da falha 6ssea ulnar nos animais do grupo GP, os PRP e PPP,
foram removidos dos tubos e colocados separadamente em cuba e placa de Petri. Foi
adicionado aos plasmas 1ml de Soluplastin®, proporgdo 2:1, ou seja, 2ml de plasma

para 1ml do coagulante, para promover a coagulacéo (Figuras 7 e 8).

° Soluplastin — Wierner Lab. . S.A.I.C, Rosdrio, Argentina



Figura 7. Imagem fotografica ilustrando sequencia de gelificagdo do plasma rico
em plaquetas (PRP). A) 2 ml de PRP (seta); B) Inicio de agregacgéo
plaquetaria apo6s adicdo de soluplastin® (setas); C) coagulagédo
plaquetaria (seta); e D) gel de plaquetas (seta).

Figura 8. Imagem fotografica ilustrando processo de gelificagédo
do plasma pobre em plaquetas (PPP). Observar
coagulagdo ap6s adigdo de soluplastin® (seta).
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O gel de PRP foi implantado na falha ulnar, preenchendo-a em sua totalidade, e

o PPP foi acomodado sobre o PRP para atuar como membrana natural (Figura 9).

Figura 9. Imagem fotografica ilustrando trans-operatorio
de enxertia da ulna direita em ovino. Notar
falha 6ssea preenchida por plasmas rico e
pobre em plaquetas (seta).

3.3 Enxertia de osso cortical no grupo GO

Apods a ostectomia, efetuou-se a selecdo do implante ésseo cortical, retirado da
glicerina a 98% foi mantido submerso para reidratacdo em cuba contendo solugéo

salina estéril por 15 minutos, foi submetido posteriormente a trés lavagens utilizando-se

a mesma solugéo.
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Uma vez reidratado, o segmento o6sseo cortical acondicionado dentro do
triturador'® em forma de pildo foi fragmentado fazendo-se uso de movimentos manuais
de socos (Figura 10). Posteriormente, o osso triturado foi implantado na falha ulnar,

preenchendo totalmente o defeito cirurgico (Figura 11).

Figura 10. Imagem fotografica ilustrando a sequencia para a obtengédo de osso
cortical alégeno triturado. A) acondicionamento do fragmento ésseo no
triturador; B) movimentos manuais em socos; C) osso cortical triturado
(seta).

' Triturador de osso tipo pildo — A Nossa dental (AND), Belo Horizonte - MG.
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Figura 11. Imagem fotografica ilustrando trans-operatério de enxertia
da ulna direita em ovino. Notar falha 6ssea totalmente
preenchida por osso cortical alégeno triturado (seta).

3.4 Enxertia de osso cortical, PRP e PPP no grupo GPO

Neste grupo experimental, o PRP e o PPP foram removidos dos tubos e
colocados separadamente em placas de petri. Ao PRP foi adicionado osso cortical
triturado e, posteriormente, 1ml de Soluplastin® (Figura 12). Ao PPP adicionou-se

apenas, 1ml de Soluplastin®.
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Figura 12. Imagem fotografica ilustrando gelificagdo do plasma rico em
plaquetas (PRP) associado ao osso cortical alégeno triturado (seta).

Apo6s a gelificagdo do enxerto, gel de PRP associado ao osso cortical foi
implantado na falha 6ssea da ulna preenchendo o defeito. O plasma pobre em
plaquetas (PPP) foi acomodado sobre o enxerto cortical com PRP, fazendo a fungéo de

membrana natural (Figura 13).
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"2 C

Figura 13. Imagem fotografica ilustrando trans-operatério de enxertia da ulna direita em ovino. A)
Notar falha éssea preenchida por osso cortical triturado associado ao plasma rico em
plaquetas (PRP) (seta); B) membrana de plasma pobre em plaquetas (PPP) (seta); C)
falha 6ssea preenchida por osso cortical alégeno triturado associado ao PRP e PPP
(seta).

4. CUIDADOS NO POS-OPERATORIO

Apdés a completa recuperagdo anestésica, os animais receberam flunixin
meglumine'’ (1mg/kg) pela via intramuscular, a cada 24 horas, por 5 dias. Como
medida terapéutica antibacteriana, foi administrada florfenicol'> (20mg/Kg) pela via
intramuscular, a cada 24 horas, por 10 dias. As feridas cirurgicas foram limpas,
diariamente, com solugao salina até a remocgéo dos pontos de pele, aos 10 dias de pos-

operatério.

! Banamine 50ml — Intervet Shering Plough Animal Health, Cruzeiro - SP
2 Nuflor — Intervet — Intervet Shering Plough Animal Health, Cruzeiro - SP
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Durante o periodo de observacéo, as ovelhas ficaram confinadas em piquetes

menores, ventilados, com alimentacao préopria para a espécie e agua ad libitum.

5. AVALIAGOES CLINICA E LABORATORIAL

Os animais foram examinados diariamente, quanto ao seu estado geral e as
condi¢cbes da ferida cutanea, sensibilidade a palpagcéo e quanto ao momento de apoio
do membro operado.

O grau de apoio do membro foi classificado em quatro categorias: excelente —
nos casos em que havia total suporte do peso sem claudicacédo; bom — claudicac&o
leve; satisfatério — claudicagdo moderada, mas com suporte do peso e; insatisfatério
— claudicagédo permanente, sem suporte do peso.

Amostras de sangue, de todos os animais, foram colhidas por venopuncéo da

jugular para hemograma, a cada 30 dias, durante todo o periodo de observacgéo.

6. AVALIACAO RADIOGRAFICA

Procedimentos radiograficos foram realizados no pré-operatério, no pos-
operatdrio imediato e aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias das interven¢des cirurgicas.
O aparelho radiografico utilizado neste experimento, presente no Hospital

Veterinario da FAEF-FAMED Garga — SP, foi do modelo SRX DM 125", Utilizaram-se

3 SRX — Industria de comércio de equipamentos de RX Ltda — S3o Paulo - SP
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filmes radiograficos' montados em chassi metalico com um par de écrans intensificador
Lanex Regular.

A revelacao e a fixacao dos filmes, previamente identificados, foram realizadas
em processo manual.

A porcédo proximal da ulna foi radiografada na projecao mediolateral em todos os
momentos de observagao.

Em cada momento de avaliagdo radiografica das falhas 6sseas, as imagens
foram analizadas, considerando-se quatro paréametros: presenca de ponte éssea, linha
de falha Ossea, formagdo de calo 6sseo e reabsorcédo do enxerto cortical, quando
implantado.

Em relacdo a formagdo de ponte Ossea, considerou-se a presenca de
neoformacgédo éssea nas extremidades dos segmentos 6sseo proximal e distal da falha
O0ssea. Com relagéo a linha de falha 6ssea, considerou-se a reparacao do defeito entre
as extremidades da falha. No que se refere a formacgéo de calo ésseo, considerou-se a
reparagdo Ossea unindo as extremidades da falha e remodelagédo 6ssea. Quanto a
reabsor¢cdo do enxerto, considerou-se sua reabsor¢do quando implantado na falha
ossea. O percentual comparativo dos grupos foi de 12,5%, 25%, 50%, 75%, 87,5% e
100%, em relacao a evolugao dos quatro parédmetros.

As radiografias foram analisadas, sem que o examinador tivesse conhecimento

sobre a qual grupo pertencia as imagens.

" Kodak MXG/plus — Kodak brasileira Com. Ind. Ltda — S50 Paulo - SP.



39

IV. RESULTADOS

1. OBTENGAO DO PLASMA RICO E DO PLASMA POBRE EM PLAQUETAS

O protocolo de obtengéo do plasma rico em plaquetas (PRP) e do plasma pobre
em plaquetas (PPP) foi de facil execugdo, rapido e com baixo custo. Ndo houve a
necessidade de especialista na area de hematologia para a sua confeccédo e, foi
processado, em todas as fases, por unica pessoa. O protocolo laboratorial proposto
permitiu obter, no PRP, trés vezes mais plaquetas em 1uL quando comparado ao
numero de plaguetas do sangue total.

Observou-se que o resultado final do numero de plaquetas no PRP foi
dependente da contagem inicial no sangue total. Quanto maior o numero inicial, mais

rico em plaquetas era o PRP (Tabela 2).

Tabela 2. Contagem plaquetaria em 1 pL do sangue total, plasma rico em plaquetas (PRP) e plasma
pobre em plaquetas (PPP) em 12 ovinos.

PLAQUETAS
plaquetas plaquetas plaguetas
por ul de por pL de por uL de
ANIMAIS sangue total PRP PPP

1 300.000 1.050.000 28.000
2 420.000 1.350.000 35.000
3 315.000 1.010.000 33.000
4 350.000 980.000 19.000
5 555.000 1.665.000 28.000
6 600.000 1.880.000 44.000
7 550.000 1.780.000 50.000
8 450.000 1.450.000 38.000
9 550.000 1.950.000 65.000
10 405.000 1.390.000 42.000
11 390.000 1.450.000 40.000
12 500.000 1.620.000 35.000

uL: microlitro; PRP: plasma rico em plaquetas; PPP: plasma pobre em plaquetas
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2. PROCEDIMENTO CIRURGICO

N&o houve complicagdes trans-operatérias em qualquer dos 12 animais.

O tempo de cirurgia despendido foi, em média, de duas horas, e o preparo do gel
de PRP e do osso cortical triturado foram os procedimentos mais demorados.

A associagao do enxerto 6sseo cortical triturado ao PRP permitiu que o enxerto
permanecesse misturado ao gel, ficando bem distribuido em toda falha, evitando perda
durante a aplicacao e reduziu pela metade a quantidade necessaria de osso cortical
para preencher totalmente a falha ulnar. Além disso, ao depositar o PRP sobre as
falhas 6sseas, observou-se menor sangramento local em relacdo a quantidade notada
quando o osso cortical foi utilizado de forma isolada.

A deposicdo da membrana de PPP, sobre o enxerto ésseo, favoreceu a
permanéncia do enxerto na falha éssea durante a sutura da ferida cirurgica.

O Soluplastin®, utilizado na confeccao dos plasmas, promoveu coagulagao

adequada, formando gel consistente.

3. AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL POS-OPERATORIA

Todos os animais apresentaram edema do membro toracico direito, por tempo

meédio de trés dias nos grupos GP e GPO, e do membro toracico esquerdo e grupo GO

de dois dias, com posterior redug&o progressiva em ambos 0s membros.
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Na avaliagédo subjetiva da dor, todos os animais, a manipulacdo dos membros
toracicos, apresentaram sensibilidade dolorosa acentuada durante quatro dias de pds-
operatério.

Com relagdo ao momento de apoio, nos 12 animais, a fungdo dos membros,
direito e esquerdo, foi classificada em categoria boa (claudicacao leve), porém, em
aproximadamente 48 horas, ja se enquadravam na categoria excelente (suporte do
peso sem claudicagao).

Nao houve alteracao significativa nos resultados dos hemogramas controles

durante o periodo de observacao.

4. AVALIAGAO RADIOGRAFICA POS-OPERATORIA

Ao exame radiografico do membro toracico esquerdo (controle), o percentual
comparativo em relacado a formacao de ponte 6ssea, redugéo da linha de falha 6ssea e
a formacao de calo 6sseo foram avaliadas em todos os periodos de observacéo.
Entretanto, somente aos 90 dias de pds-operatério, nos animais 7, 8 e 9, foi observada
alteracao radiografica percentual (Tabela 3 e Figura 14).

Em todas as falhas 6sseas ulnar do membro toracico direito, ao longo do periodo
de observacgao, houve tendéncia a reparagéo 6ssea. Quando comparados os resultados
dos trés grupos (GP, GO e GPO), em relagdo aos parametros de formacéo de ponte
Ossea, reducao de linha de falha éssea e formacao de calo 6sseo, percebe-se, aos 15

dias de pos-operatério, precocidade de reparo no grupo GP (Tabelas 4, 5 e 6).
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Na analise do parametro formacéo de ponte 6ssea o grupo GPO mostrou melhor
evolugdo aos 90 dias de pos-operatério, quando comparado aos demais grupos
(Tabela 4). Em relacao a diminui¢do da linha de falha 6ssea, a maioria dos animais com
0% de falha 6ssea aos 90 dias de po6s-operatério pertencia aos grupos GO e GPO
(Tabela 5).

Nas avaliagbes radiograficas sequenciais, quanto a formacado de calo 6sseo,
observou-se que os grupos GO e GPO apresentaram menor tempo de evolugdo quando
comparados ao grupo GP. Detectou-se, ainda, que a maioria dos animais do grupo
GPO apresentou 100% de formagdo de calo 6sseo aos 90 dias de pods-operatério
(Tabela 6). No que refere ao parametro reabsor¢céo do enxerto, a maioria dos animais
que apresentou tempo de reabsorgdo do enxerto tardio pertencia ao grupo GPO

(Tabela 7).

Tabela 3. Avaliagao radiografica percentual comparativa para as falhas 6sseas ulnar do membro toracico
esquerdo (controle), em fungdo dos grupos de tratamento e em relagdo a ponte 6ssea, linha
de falha éssea e formacao de calo ésseo aos 90 dias de p6s-operatorio.

GRUPO CONTROLE 90 DIAS

GRUPOS PONTE LINHA DE CALO
ANIMAIS OSSEA FALHA OSSEA OSSEO

1 GP 0% 100% 0%
2 GP 0% 100% 0%
3 GP 0% 100% 0%
4 GP 0% 100% 0%
5 GO 0% 100% 0%
6 GO 0% 100% 0%
7 GO 12,5% 87,5% 12,5%
8 GO 12,5% 25% 0%
9 GPO 25% 87,5% 12,5%
10 GPO 0% 100% 0%
11 GPO 0% 100% 0%
12 GPO 0% 100% 0%

D: dias; GP: grupo plasma; GO: grupo osso cortical; GPO: grupo plasma associado ao osso cortical.



Figtjra 14. Imagem radiografica da ulna esquerda do ovino n° 8 (GO). A)

pés-operatério imediato (seta); B) auséncia de formacao de
calo 6sseo (seta) aos 90 dias do pos-operatorio.
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Tabela 4. Avaliagao radiografica percentual comparativa dos animais dos grupos GP, GO e GPO, em

relagcdo a formacéo de ponte 6ssea, em fungdo dos dias de observacao de pos-operatério.

FORMAGAO DE PONTE OSSEA

ANIMAIS/GRUPOS 15D 30D 45D 60 D 75D 90D
1/GP 12,5% 25% 25% 50% 75% 75%
2/GP 0% 50% 75% 100% 100% 100%
3/GP 12,5% 25% 50% 75% 100% 100%
4/GP 25% 50% 75% 100% 100% 100%
5/GO 0% 0% 12,5% 75% 75% 75%
6/GO 0% 12,5% 100% 100% 100% 100%
7/GO 0% 0% 25% 100% 100% 100%
8/GO 0% 0% 25% 25% 25% 25%

9/GPO 0% 25% 50% 100% 100% 100%
10/GPO 0% 25% 75% 87,5% 87,5% 100%
11/GPO 0% 25% 87,5% 100% 100% 100%
12/GPO 0% 12,5% 25% 75% 100% 100%

D: dias; GP: grupo plasma; GO: grupo osso cortical; GPO: grupo plasma associado ao osso cortical.
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Tabela 5. Avaliagéo radiografica percentual comparativa dos animais dos grupos GP, GO e GPO, em
relagdo a linha de falha Ossea 6ssea, em fungdo dos dias de observacdo de pods-

operatorio.
LINHA DE FALHA OSSEA

ANIMAIS/GRUPOS 15D 30D 45D 60 D 75D 90 D
1/GP 87,5% 75% 75% 50% 25% 25%
2/GP 100% 50% 25% 12,5% 12,5% 0%
3/GP 87,5% 75% 25% 25% 25% 25%
4/GP 75% 50% 50% 25% 25% 25%
5/GO 100% 100% 87,5% 50% 25% 25%
6/GO 100% 87,5% 12,5% 0% 0% 0%
7/GO 100% 100% 75% 25% 0% 0%
8/GO 100% 100% 100% 100% 100% 100%
9/GPO 100% 75% 50% 25% 0% 0%
10/GPO 100% 75% 25% 12,5% 12,5% 12,5%
11/GPO 100% 75% 12,5% 0% 0% 0%
12/GPO 100% 87,5% 75% 25% 12,5% 0%

D: dias; GP: grupo plasma; GO: grupo osso cortical; GPO: grupo plasma associado ao osso cortical.

Tabela 6. Avaliagado radiografica percentual comparativa dos animais dos grupos GP, GO e GPO, em
relagdo a formacgdo de calo 6sseo, em fungdo dos dias de observac¢ao de pos-operatorio.

FORMAGCAO DE CALO OSSEO

ANIMAIS 15D 30D 45D 60D 75D 90D
1/GP 0% 12,5% 12,5% 25% 50% 50%
2/GP 0% 25% 50% 75% 75% 75%
3/GP 0% 12,5% 25% 50% 75% 75%
4/GP 12,5% 50% 50% 75% 75% 75%
5/GO 0% 0% 12,5% 50% 75% 75%
6/GO 0% 12,5% 87,5% 100% 100% 100%
7/GO 0% 0% 0% 75% 100% 100%
8/GO 0% 0% 0% 0% 0% 0%

9/GPO 0% 12,5% 25% 50% 87,5% 100%
10/GPO 0% 25% 25% 75% 75% 75%
11/GPO 0% 12,5% 50% 87,5% 100% 100%
12/GPO 0% 0% 0% 25% 87,5% 100%

D: dias; GP: grupo plasma; GO: grupo osso cortical; GPO: grupo plasma associado ao osso cortical.
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Tabela 7. Avaliacdo radiografica percentual comparativa dos animais dos grupos GO e GPO, em
relagdo a reabsorgdo 6ssea, em fungéo dos dias de observacao de pos-operatorio.
REABSORCAO DO ENXERTO

ANIMAIS 15D 30D 45D 60 D 75D 90D
5 0% 50% 100% 100% 100% 100%
6 12,5% 50% 100% 100% 100% 100%
7 0% 50% 75% 100% 100% 100%
8 25% 75% 100% 100% 100% 100%
9 12,5% 25% 50% 87,5% 100% 100%
10 12,5% 25% 87,5% 100% 100% 100%
11 0% 25% 87,5% 100% 100% 100%
12 12,5% 50% 75% 100% 100% 100%

D: dias; GO: grupo osso cortical; GPO: grupo plasma associado ao osso cortical.

No que se refere ao grupo GP (grupo plasma), todos os animais apresentaram
percentual comparativo semelhante nos diferentes periodos de observagao.
Relativamente aos animais 2, 3 e 4 deste grupo, observou-se formacgéo de 75% de calo

6sseo aos 90 dias de pos-operatoério (Figuras 15 e 16).



Figura 15. Imagem radiografica, em projecdo mediolateral, da ulna direita do
ovino n° 3 (GP). A) pré-operatéria; B) pos-operatorio imediato.
Notar falha 6ssea osteoperiosteal de 1,5 de comprimento (seta).
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Figura 16. Imagem radiografica, em projecdo mediolateral, da ulna direita do ovino
n® 3 (GP), obtida nos diferentes momentos de observagdo pos-
operatéria. A) 15 dias - inicio de formacdo de ponte 6ssea (12,5%)
(seta); B) 30 dias — formagao de ponte 6ssea de 25% (seta); C) 45 dias
ponte 6ssea (75%) e formacao de calo ésseo (25%) (setas); D) 60 dias -
formacéo de calo 6sseo mais intenso (50%) (seta); E e F) aos 75 e 90
dias - notar 100% de ponte 6ssea e formagdo de calo 6sseo mais
intenso (75%) (setas).
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Quanto ao grupo GO, com excegédo do animal 8 (Figuras 17 e 18), todos os
animais apresentaram percentual comparativo semelhante em relagdo a formacao de
ponte 6ssea, linha de fratura e formacgao de calo 6sseo. Notou-se 100% de formacao de

calo 6sseo aos 60 dias de poés-operatorio no animal 6 (Figuras 19 e 20).

Figura 17. Imagem radiografica, em projecdo mediolateral, da ulna
direita do ovino n® 8 (GO). A) pré-operatéria; B) aspecto
no poés-operatoério imediato. Notar falha 6&ssea
osteoperiosteal de 1,5cm de comprimento preenchida
por enxerto cortical alébgeno triturado (seta).



Figura 18. Imagem radiografica, em projecdo mediolateral, da ulna direita do ovino
n° 8 (GO), obtida nos diferentes momentos de observagdo pos-
operatéria. A) aos 15 dias - inicio de reabsor¢cdo do enxerto de 25%
(seta); B) aos 30 dias - notar reabsor¢do do enxerto de 75% (seta); C)
aos 45 dias - 100% de reabsorgao do enxerto e unido da ulna distal com
o radio (seta); D, E e F) aos 60, 75 e 90 dias - observar unido do
segmento distal da falha da ulna com o radio (setas).
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Figura 19. Imagem radiografica, em projecdo mediolateral, da ulna direita do
ovino n® 6 (GO). A) pré-operatéria; B) aspecto no pds-operatério
imediato. Notar falha o&ssea osteoperiosteal de 1,5cm de
comprimento preenchida por enxerto cortical alégeno triturado
(seta).

50



Figura 20. Imagem radiografica, em projecdo mediolateral, da ulna direita do ovino
n°® 6 (GO), obtida nos diferentes momentos de observagéo pds-operatoéria.
A) aos 15 dias - inicio de reabsorgao do enxerto (seta); B) aos 30 dias -
inicio de formagéo calo 6sseo (12,5%) e reabsor¢do do enxerto de 50%
(seta); C) aos 45 dias -100% de reabsor¢céo do enxerto (seta); D) aos 60
dias - formacédo de calo 6sseo mais intenso (100%) e remisséo da linha
de falha éssea (seta); E e F) aos 75 dias e 90 dias - formagdo completa
de calo 6sseo (setas).

51



52

No que se refere ao grupo GPO, todos os animais apresentaram percentual
comparativo semelhante em relacédo a formacdo de ponte 6ssea, linha de fratura e
formacgéo de calo 6sseo. Notou-se formacao de 100% de calo 6sseo aos 75 dias de

pbs-operatério no animal 11 (Figuras 21 e 22).

Figura 21. Imagem radiografica, em projecdo mediolateral, da ulna direita do ovino n°
11 (GPO). A) pré-operatéria; B) aspecto no pds-operatédrio imediato. Notar
falha 6ssea osteoperiosteal de ulna de 1,5cm de comprimento preenchida
totalmente por enxerto 6sseo cortical triturado associado ao PRP e PPP
(seta).



Figura 22. Imagem radiografica, em projecdo mediolateral, da ulna direita do ovino
n® 11 (GPO), obtida nos diferentes momentos de observagdo pos-
operatoria. A) aos 15 dias - sem absorgédo do enxerto (seta); B) aos 30
dias - observar inicio de formagdo de ponte Ossea (25%) e 25% de
reabsorgao do enxerto (seta); C) aos 45 dias - notar ponte 6ssea (87,5%)
e reabsorgdo do enxerto de 87,5% (seta); D) aos 60 dias - observar
formacgéo de calo 6sseo mais intenso (87,5%) e absor¢cdo de 100% do
enxerto (seta); D e F) aos 75 dias e 90 dias de pos-operatério, com
formagao completa de calo 6sseo (setas).
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V. DISCUSSAO

A busca por enxertos 6sseos é antiga. Desde o século XVI, o homem vem
investigando alternativas para a substituicdo de ossos perdidos (COSTA, 1996;
ZILIOTTO et al., 2003; WILSON et al., 2006; PAGLIOSA & ALVES, 2007; BARBOSA et
al., 2008; SILVA et al., 2009). Com o desenvolvimento da teoria de osteointegracao, a
procura por substancias naturais ou sintéticas capazes de substituir tecidos ésseos
tornou-se alvo de muitas pesquisas contemporaneas (ANDRADE et al., 2007; DUSSE
et al., 2008).

O material de enxertia utilizado neste trabalho, foi o osso cortical alégeno. A
literatura o cita como excelente material de enxerto; dispensando um segundo
procedimento cirurgico; favorecendo o preenchimento adequado de toda a loja éssea
sendo eficaz no reparo de falhas, nos servir como arcabougo para o crescimento
celular, sofrendo reabsorgao e substitugdes por osso (GIOSO et al., 2002).

Segundo GIOSO et al. (2002) e ZILIOTTO et al. (2003), a glicerina a 98% é o
método de conservagéo de fragmentos 6sseos mais utilizado na medicina veterinaria,
possui agdo redutora da antigenicidade e preserva as fungbes de osteoinducdo e
osteoconducédo. De fato, ndo foram encontradas durante o exame clinico e histoldgico
evidéncias de contaminacgao bacteriana ou fungica nos animais dos grupos submetidos
a técnica de enxertia com osso cortical (GO e GPO). O custo de manutenc¢ao do banco
de osso com o uso da glicerina a 98% foi bem reduzido, sendo o mesmo observado por

PINTO JR et al. (1996) e DEL CARLO et al. (1999).
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O PRP é fonte autégena, atoxica e ndo imunogénica de fatores de crescimento,
que apresenta, em sua constituicdo, plasma, leucocitos e plaquetas. Os leucécitos
conferem resisténcia natural aos agentes infecciosos (MARX et al., 1998).

A utilizagéo isolada do PPP em falha 6ssea néo foi avaliada neste estudo, porém,
MAN et al. (2001), BROWN et al. (2006) e ALMEIDA et al. (2008), relataram que o PPP
auxilia na cicatrizacao de tecidos moles, diminui o sangramento capilar local, elimina a
necessidade de dreno, reduz o uso de curativos de pressao e diminui a dor pds-
operatéria. Ao se depositar o plasma sobre as falhas 6sseas, no presente estudo,
observou-se menor sangramento local em relagdo ao notado quando o osso cortical foi
utilizado de forma isolada, embora ndo se tenha evidenciado diferenga em relagédo a
sensibilidade entre os grupos tratados por enxerto cortical, com ou sem PPP.

BARBOSA et al. (2008) observaram cicatrizagcdo mais rapida de pele e menos
edema em membros tratados com PRP. No presente estudo, todos os ovinos
apresentaram edema dos membros toracicos apds procedimentos cirurgicos, porém,
observou-se a sua redugcado mais precoce nos membros esquerdos, que ndo receberam
enxertia, e nos animais do grupo GO.

Os protocolos simplificados tém sugerido a obtencdo do PRP com custos
menores e utilizando-se de centrifugas convencionais (ANUITA, 1999; LANDENBERG
et al., 2000; VENDRAMIN et al., 2006), o que fora confirmado no presente estudo.

Observou-se que o resultado final do numero de plaquetas no PRP foi
dependente da contagem inicial no sangue total do animal, conforme relatado por
SILVA et al. (2007) e BARBOSA et al. (2008). Segundo os autores, quanto maior o

numero de plaquetas no sangue total, mais rico em plaquetas fica o PRP.
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No presente estudo né&o foi possivel se avaliar qualitativamente o PRP antes da
aplicagdo cirurgica. A avaliacdo da atividade bioldgica dos fatores de crescimento
derivados das plaquetas é complexa, de modo que ndo ha como avaliar o gel
produzido, apontamento este também citado por LANDSBERG et al. (2000).

Messora et al. (2009) descreveram a técnica de obtencédo do PRP com protocolo
de unica centrifugacdo e conseguiram, com este método, concentrar plaquetas em
niveis menores que o dobro da quantidade presente no sangue periférico. O protocolo
laboratorial proposto, neste estudo, foi de unica centrifugacao e, permitiu obter, no PRP,
trés vezes mais plaquetas em 1ulL, comparativamente ao numero de plaquetas do
sangue total, diferentemente de MARX et al. (1998) que afirmam que um protocolo de
dupla centrifugacdo é essencial para que possa, verdadeiramente, concentrar as
plaquetas durante o preparo de PRP.

A média do numero de plaquetas, por 1 uL do PRP, foi 750.000, de conformidade
com as informacdes de ANUITA et al. (1999); OBARRIO et al. (2000); MARX (2001) e
SILVA et al. (2009), os quais afirmaram que para ser considerado PRP, a concentracao
minima deve ser de 500.000 a 1.000.000 plaquetas por pL ou possuir aumento de 300 a
400% de plaquetas em relagdo a quantidade presente no sangue periférico para que
seja capaz de acelerar a reparacéo cicatricial.

O gel de plaquetas obtido apds gelificacdo facilita a aplicagdo em diversas
cirurgias e também ativa as plaquetas (EFEOGLU et al., 2004; VENDRAMIN et al.,
2006). Neste trabalho, a associacdo do enxerto 6sseo cortical triturado, ao PRP,
permitiu que ele permanecesse misturado ao gel, ficando bem distribuido em toda falha

e evitando perda durante a sua aplicagdo. A adigdo do Soluplastin® aos plasmas
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promoveu coagulagédo adequada, formando gel consistente, assim como observado por
BARBOSA et al. (2008).

Por ser uma estrutura inervada e irrigada, os 0ssos apresentam grande
sensibilidade e alto potencial de regeneracdo, porém esta capacidade pode ndo se
manifestar nos defeitos ésseos de grandes dimensdes, e nestes casos, o tecido 6sseo
nao exibe capacidade de regeneracéo espontanea, exigindo procedimentos operatorios
reconstrutivos (LYNCH et al., 1989; MARX et al., 1998). Neste estudo, com relacao a
analise radiografica do preenchimento 6sseo das falhas, os grupos tratados com
enxertia de PRP e PPP, osso cortical e naqueles com osso cortical associado ao PRP,
em todos os momentos de observagao, apresentaram melhor reparagédo 6ssea, quando
comparados a falha controle (membro toracico esquerdo), pois de acordo com os
autores citados acima, a falha do membro sem enxertia (controle) ndo apresenta
capacidade de regeneragao espontanea.

Em relagcdo a utilizagdo de PRP isoladamente, no reparo de falha éssea, os
resultados observados no presente estudo n&o foram os relatados por
ARPORNMAEKLONG et al. (2004); NUNES FILHO et al, (2007); SILVA et al. (2009).
Segundo os autores, o PRP é um gel e ndo apresenta consisténcia para se comportar
como material de preenchimento em falhas 6sseas, além disso, o PRP, isoladamente,
nao forma osso novo por estimulacado e diferenciagdo de células mesenquimais. No
entanto, a maioria dos animais que receberam enxertia apenas de PRP e PPP
apresentou formacao de calo 6sseo de 75% aos 90 dias de pods-operatorio, sugerindo
ter havido aumento da velocidade de regeneracédo, comparativamente a falha 6ssea

que nao recebeu o material. Assim, a reparacéo 6ssea foi considerada devido ao uso
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do PRP que fornece fatores de crescimento e acelera o reparo 6sseo (MARX et al.,
1998; MARX, 2001; WILSON et al., 2006).

O PRP associado ao enxerto 6sseo representa instrumento para minimizar a
absorcdo da matriz enxertada e incrementar o potencial osteocondutor do o0sso
aposicionado (ANDRADE et al., 2007). Neste trabalho, em relacdo a reabsorgcéo do
enxerto, a maioria dos animais que apresentou tempo de reabsorcao do enxerto tardio
pertenciam ao grupo do osso cortical associado aos plasmas, fato este similar ao citado
pelos autores acima.

A associagao de enxerto 6sseo e PRP em falhas 6sseas aumenta a eficiéncia do
reparo ja na segunda semana, sugerindo que essa associagao € conveniente para os
momentos iniciais e favorece a estabilidade do osso neoformado em longo prazo
(ANDRADE et al., 2007). Desta forma, semelhante com o autor acima citado, em todas
as falhas 6sseas ulnar do membro toracico direito, ao longo do periodo de observacao e
comparativamente aos resultados dos trés grupos, houve, aos 15 dias de pos-
operatério, precocidade de reparo nos grupos plasma e o0sso cortical associado aos
plasmas.

A maioria das pesquisas encontradas na literatura mostra melhora significativa
na regeneracao 0ssea e tecidual, quando o PRP associado a enxerto 6sseo € utilizado,
em varias situacdes (BARBOSA et al., 2008; WILSON et al., 2006; LUCARELLI et al.,
2005; KIM et al., 2002; NUNES FILHO et al., 2007). No entanto, no presente estudo,
quando comparadas a falha tratada com osso cortical e aquelas tratadas com osso
cortical associado ao PRP e PPP, nao foram observadas diferencas significativas em

relagdo a formagdo de calo 6sseo, entretanto, o enxerto 6sseo triturado associado aos
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plasmas permitiu melhor acomodag¢do do enxerto, que pode ser utilizado em menor
quantidade e melhor incorporado ao leito receptor sem risco de extrusdo, conforme
descreveram ANDRADE et al. (2007).

A literatura revela resultados paradoxais com relagdo a neoformacao 6ssea apos
o uso de PRP. A provavel explicacdo € a utilizacdo de diferentes protocolos para

obtencgéo de gel de plaquetas (DUSSE et al., 2008).
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢des do presente estudo permitem concluir que:

- O osso cortical alégeno triturado, utilizado de forma isolada, promoveu o
preenchimento completo de defeito 6sseo de ossos longos e formagdo Ossea
satisfatoria.

- A utilizacdo de osso cortical associado aos plasmas diminui a quantidade de
fragmentos 6sseos necessario para o preenchimento de falha 6ssea e permitiu melhor
acomodacao do implante no defeito.

- A associagdo do PRP e do PPP em defeitos désseos de ossos longos
determinam, ao exame radiografico, precocidade de reparacao O0ssea e formacao de
calo 6sseo satisfatoria.

- Ao final do periodo de observacao, o comportamento dos grupos osso cortical e
osso cortical associado ao PRP e PPP, em relagdo a preenchimento 6sseo, foi

semelhante.
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