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(I

NTRODUGAO

A implantodontia tem assumido um papel relevante
nas solucdes protéticas de pacientes que se apresentam cada
vez mais exigentes dentro dos conceitos funcionais e estéticos.
Os implantes enddsseos osseointegraveis foram indicados
inicialmente com o objetivo de restabelecer a funcéao
mastigatoria de pacientes desdentados totais. No entanto, tem
se observado que, com o continuo avango das pesquisas na
area de biomateriais e da melhor compreensdo das reacdes
fisioldgicas dos tecidos diante dos efeitos causados pela
biomecéanica dos trabalhos protéticos instalados sobre essas
fixacbes, os implantodontistas passaram a indica-los nas mais
diversas situagdes clinicas. Portanto, cada vez mais, a
reparacdo dos defeitos e das atresias do rebordo alveolar, tem
se tornado um procedimento necessario e rotineiro para os
varios tipos de edentulismo (Breine & Branemark, 1980) para
preencher os requisitos basicos de suporte 6sseo adequado na
utilizagao dos implantes (Lekholm & Zarb, 1985).

Os defeitos 6ésseos ocorrem em decorréncia de uma
ampla variedade de situagdes clinicas (traumatismo, infecgdes,
pseudo-artrose congénita e recessao tumoral) e sua
reconstrugdo, para dar integridade mecanica ao esqueleto, é

um passo necessario na reabilitacao.
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O padrao atual para as reconstrucdes Osseas, 0s
enxertos Osseos autdgenos, funciona bem em muitas
circunstancias. Entretanto, a utilizacdo desse tipo de enxerto
combinado com alternativas disponiveis de biomateriais de
preenchimento, ndo resolve todos os casos das deficiéncias
Osseas. Outros meétodos utilizam a implantacdo de osso
liofilizado, mineralizado ou nao, e varios enxertos alégenos
disponiveis comercialmente. A maioria desses materiais
funciona como estruturas passivas e € questionavel a
qualidade 6ssea formada na sua presenca.

No final dos anos 80, os pesquisadores procuraram
investigar a possibilidade da utilizacdo de mediadores quimicos
na modulacdo do processo de reparo dos enxertos 0sseos. A
evolugao biotecnologica permitiu identificar, isolar e propiciar os
testes quanto a sua capacidade de iniciar o crescimento 0sseo.
Dessa forma, diversos trabalhos “in vitro” e “in vivo” se
seguiram comprovando, de maneira positiva, a possibilidade de
utilizacdo desses mediadores quimicos em procedimentos
cirurgicos com seguranca bioldgica.

Assim sendo, as observagdoes nos trabalhos
descritos sobre a utilizacdo desses mediadores concentrados,
o plasma rico em plaquetas, em forma de gel nas cirurgias
orofaciais e oronasais no auxilio da hemostasia e, além disso,
da observacido da melhora e da aceleragao do processo
cicatricial (Matras, 1985; Whitman et al., 1997) estimularam os

pesquisadores a desenvolverem uma técnica na qual uma
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combinagcdo com osso autdgeno esponjoso e cortical (Marx et
al., 1998; Marx & Garg, 1999; Marx & Garg, 1999; Rosenberg &
Torosian, 2000; Sonnleitner et al., 2000; Lozada et al., 2001) ou
com uma matriz 6ssea sintética (Kassolis et al., 2000; Obarrio
et al., 2000; Lozada et al., 2001; Shanaman et al., 2001) fosse
possivel.

Os trabalhos descritos tém demonstrado que o uso
da técnica do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) pode
representar uma estratégia disponivel para modular e acelerar
0 processo de reparo, fornecendo uma matriz osteocondutiva
natural, além do aumento da velocidade e densidade na
formacéo o6ssea (Marx et al., 1998).

Assim, as inumeras biotecnologias visam melhorar
as condicdes do tecido Osseo para que seja instalado o
implante e que este tenha previsibilidade de sucesso. Estes
biomateriais podem ser utilizados isolada ou associadamente
em defeitos 6sseos ou até mesmo alvéolos dentarios. No
entanto, ainda sao necessarias pesquisas bioloégicas que
venham contribuir para a compreensdo dos efeitos dos

biomateriais em cavidades dsseas nessas condicdes.
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2 REVISAO

2.1 HISTOFISIOLOGIA OSSEA

2.1.1 AESTRUTURA OSSEA

O osso maturo existe como 0sso compacto ou como
osso trabecular. O osso compacto é também chamado osso
cortical e o osso trabecular, osso esponjoso. O osso compacto
é distinguido do trabecular pela orientacdo espacial de seus
elementos minerais e inorganicos e por sua localizagido
caracteristica no esqueleto. O osso compacto compreende a
“casca” tubular externa dos ossos longos e a superficie externa
dos o0ssos pequenos e planos. Ele € muito mais denso do que
o trabecular e consiste de unidades cilindricas paralelas
chamadas 6steons (ou sistema haversiano). A orientagéo dos
Osteons determina, em uma grande extensao, a direcionalidade
de suas propriedades mecanicas (Gibson, 1985). Esse 0sso
compacto recebe mais de 80% do seu suprimento sanguineo
arterial e efetua 100% de seu retorno venoso pelo peridsteo
(Roberts et al.,1987). O osso trabecular € compreendido de um
arranjo de laminas e varetas de tecido 6sseo e forma uma
esponja alveolada aberta (Gibson, 1985). A orientacédo laminar
e hastes otimiza a resisténcia ao estresse usual que ocorre em
locais isolados.

A vascularizagcao do osso cortical tem importantes

ramificacdes fisioldgicas. A difusao através do osso € eficiente
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em apenas 1 a 100 um. A distancia critica de transporte para
manter os osteodcitos com vitalidade € cerca de 100 um, nos
mamiferos (Ham, 1996). A fim de manter a vitalidade interna
dos ostedcitos, o suprimento vascular do osso compacto é
organizado nos canais haversianos (alinhados ao longo do
longo eixo do osso) e canais de Volkman (alinhados
perpendicularmente ao longo eixo do 0sso). Apesar de a
cadeia de canais de Harvers e Volkman proporcionarem uma
circulacdo colateral dentro da compacta ossea, ela é altamente
tortuosa e facilmente comprometida por trauma cirdrgico e
inflamacao pds-operatoria.

A estrutura mineralizada do osso € revestida por
envoltorios de periosteo e de endosteo. Todos esses
envoltérios englobam dois fatores importantes: potencial
osteogénico e vascularizagdo abundante. O peridésteo € a
estrutura que cobre o osso cortical, com excecido das
superficies articulares, tendao e insergdes ligamentares. Uma
parte do suprimento arterial e todo o retorno venoso ocorrem
através do peridésteo. Portanto, uma descorticagdo minima,
consistente com os principios cirurgicos basicos de acesso e
controle dos tecidos moles, € uma importante consideragao na
implantodontia (Roberts & Gareto, 2000). As células do
endosteo pertencem ao estroma da medula 6ssea ou séao
derivadas de osteoblastos latentes, os quais também
constituem a fonte principal das células basais nos canais
corticais (Schenk, 1996).
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A estrutura 6ssea € um composto altamente ordenado
de matriz organica e mineral inorganico. A porgao organica &
composta de 95% de colageno (tipo I, lll e V), 1% de
proteoglicanas (acido hialurénico, condroitin-sulfato, querato-
sulfato) e 4% de proteinas osteomorfogenéticas. Os 5%
restantes — por¢ao inorganica — € composta por 85% de fosfato
de calcio, agua, citratos e fluoretos. A matriz 6ssea é
constituida principalmente por um conjunto de fibras colagenas
embebidas na matriz. Esta ultima € um gel viscoso e complexo
de glicoproteina/proteina. A matriz também contém numerosos
fatores organicos (citocinas, fatores de crescimento) que
ajudam a controlar a ativagao celular e mineralizagao. Durante
a mineralizagdo, pequenos cristais de hidroxiapatita s&o
densamente acondicionados em uma série ordenada, de
acordo com a orientagao das fibras colagenas (Roberts et al.,
1987).
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2.1.2 COMPONENTES CELULARES DA ESTRUTURA
OSSEA

2.1.2.1 CELULAS OSTEOPROGENITORAS

As células osteoprogenitoras ocupam
amplamente o tecido 6sseo e desempenham suas funcdes
através de atividades mitéticas, em condigdes normais (Heath,
2000). Entretanto, quando o fluxo das células
osteoprogenitoras € insuficiente, os fibroblastos tornam-se
mitoticamente competentes, isto €, podem multiplicar-se para
compensar essa solicitagdo (Marx & Garg, 1999). As células
osteoprogenitoras estao localizadas em geral nas vizinhangas
dos vasos sangulineos perto de uma superficie éssea (Schenk,
1996).

2.1.2.2 OSTEOBLASTOS

Tém como fungdo produzir constituintes
matriciais do tecido 6sseo. Sao os promotores da osteogénese.
Estdo localizados em duas areas proximas as superficies
O0sseas onde depositam a matriz 6ssea. Logo, eles sao
chamados de osteoblastos enddsseos ou osteoblastos
peridosteos. Nos procedimentos de enxerto 6sseo autdgeno em
bloco os osteoblastos endosteais e células tronco da medula
sobrevivem de 3 a 5 dias por causa de sua posicao superficial
e de sua capacidade para absorver nutrientes a partir dos

tecidos do leito receptor por via de difusdo simples.
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2.1.2.3 OSTEOCITOS

Sao células estrategicamente localizadas no
interior da matriz 6ssea, responsaveis pela mobilizagdo dos
sais minerais no tecido 6sseo por meio de dois mecanismos: a
ionizagao e a subsequente saida dos sais para o interior dos
vasos sanguineos e a entrada de sais para a matriz. Os
ostedcitos sdo incorporados no interior da matriz 6ssea a
medida que esta vai sendo depositada pelos osteoblastos. No
entanto, essas células mantém-se em contato por meio de
prolongamentos celulares permeando a matriz e transportando
nutrientes e sais minerais. Os ostedcitos atuam na ionizacao da
hidroxiapatita e mantém a calcemia corporal em 10 mg%
(Schenk, 1996). Os ostedcitos, por outro lado, no interior das
trabéculas 6sseas perdem sua nutricdo, devido sua incrustacao
na por¢cao mineral servir como uma barreira nutricional (Marx &
Garg, 1999).

2.1.2.4 OSTEOCLASTOS

S&o0 mondcitos espiralados que histologicamente
apresentam as células gigantes multinucleadas com um
numero de 3 a 30 nucleos (Bonucci, 1981) responsaveis pela
reabsorcdo do tecido 6sseo e se formam a liberacdo do
horménio paratiredideo. Ao contrario dos osteoblastos, os
osteoclastos ndo se originam das células mesenquimais, mas
sim do sistema hematopoiético. Os osteoclastos de reabsorcéo

ativa movem-se e aderem-se a superficie 6ssea e ai produzem

Djalma Pereira Nunes Filho — Dissertagdo de Mestrado



Revisio da Literatura 27

depressdes lacunares (lacunas de Howship). As pegadas de
seu trajeto podem ser frequentemente seguidas. Os periodos
de locomocao nao estao associados com a reabsorcao.
Quando a célula deixa de mover-se, ela geralmente inicia a
reabsorcao 6ssea. O osteoclasto ativo € uma célula altamente
polarizada (Mundy, 1999). A borda franzida é a area
especializada da membrana celular osteoclastica que existe
adjacente a superficie Ossea. Alguns pesquisadores tém
sugerido que a superficie do osso esta preparada para a
reabsorgao pela acdo da colagenase. Dados mais recentes
demonstram que a ligagao do osteoclasto a superficie dssea é
um requisito fundamental para que a reabsorcido do tecido
0sseo possa ocorrer. Esse processo de ligagcao envolve
proteinas ligadas a membrana celular chamadas de integrinas
(Davies et al., 1999). O desaparecimento dos osteoclastos do
local da reabsorcédo 6ssea pode ser tdo importante quanto sua
formacéo para o controle da reabsor¢cdo. Hughes et al. (1996)
sugeriram que o0s osteoclastos passam por apoptoses na
conclusdo da fase de reabsorcédo do processo de remodelacio

ossea.
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2.2 HISTOFISIOLOGIA SANGUINEA

2.2.1 O SANGUE

As substancias necessarias para a manutencao da vitalidade
dos tecidos do corpo humano bem como do reparo dos mesmos, sao
transportados no sistema circulatério em meio ao sangue. O
equilibrio das concentragdes fisioldgicas dos componentes
sanguineos é um dos fatores imprescindiveis no efetivo papel que
cada um deles ira desempenhar.

Desde 1990, a ciéncia médica tem reconhecido varios
componentes no sangue que sdo parte do processo natural de
reparo e se adicionou aos tecidos feridos ou locais cirurgicos como
um concentrado que tem o potencial para acelerar o reparo
(Kawamura & Urist, 1988). Esses componentes especificos no
sangue inclui o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator beta de crescimento transformante (TGF-B), fator de
crescimento similar a insulina (IGF-I), fator de crescimento epidermal,
fibronectina e vitronectina que s&o moléculas de adesdo celular

encontrada no plasma e na prépria fibrina.
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2.2.2 COMPONENTES DO SANGUE

2.2.2.1 PLAQUETAS

S&o os componentes corpusculares menores do
sangue humano (2 a 4 um de didmetro e com forma discdéide) e
o seu valor fisiolégico médio normal em um individuo sadio
varia de 150.000 a 300.000/mm?® de sangue. Sdo fragmentos
nao nucleados dos megacariécitos derivados da medula 6ssea
que circulam no sangue por 9 a 11 dias (Harker & Finch, 1969).
A atividade mitogénica foi identificada nos gréanulos-alfa das
plaquetas por Witte et al. (1978) e confirmada sucessivamente
por Kaplan et al. (1979a; 1979b) e, ainda, por Gerrard et al.
(1980).

Apo6s milhdes de anos de evolucdo, as plaquetas
disputam um papel principal como iniciadores da hemostasia e
reparo de feridas em humanos. Em conexdo com a
regeneragao 6ssea, Caplan (2000), mostrou que as células
tronco-mesenquimais e ceélulas regenerativas do reparo 6sseo,
ocorrem em pequenas quantidades quando comparado as
células funcionais e estruturais. Isso tem propiciado aos
organismos a vantagem evolucionaria da sobrevivéncia por
conservagao de energia, por meio da qual a populagao de
células tronco, que sao capazes de reparar, ser mantida em
baixos numeros nos estados sem lesdes. Ela € unica em
resposta a les&do e unica no local da lesdo nos quais os fatores
de crescimento, provenientes das plaquetas, provém o local

com um numero aumentado desses fatores na inducido do
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crescimento vascular direto e na diferenciagdo de células

especificas para o reparo (Marx,1999).

a) Biologia das Plaquetas - as plaquetas nao
possuem nucleos para sua duplicagdo e a sua vida média e
influéncia direta de seus fatores de crescimento no local da
injuria € menor do que 5 dias (Mustoe et al., 1989). Antes
desse entendimento de seu papel no reparo da ferida elas
eram tidas como contribuintes para o processo hemostatico
(coagulacdo), onde se aderem para formar um “plug”
plaquetario num vaso injuriado e liberar varios iniciadores da
cascata de coagulacdo. Sabemos agora que elas liberam
também ativamente os fatores de crescimento envolvidos com
a iniciacdo do reparo da ferida. As plaquetas liberam varios
fatores de crescimento logo apos sua degranulacdo: fator de
crescimento transformante (Assoian et al., 1989), fator de
crescimento derivado de plaquetas (Kaplan et al., 1979) e fator
de crescimento epidermal (Cohen, 1962). Esses fatores de
crescimento, também chamados “citocinas” sao proteinas com
aproximadamente 25.000 Daltons de peso molecular e
estocada em seus granulos alfa. A membrana celular das
plaquetas € “ativada” para liberar esses granulos alfa que
liberam esses fatores de crescimento via extrusao ativa através

da membrana celular (Marx & Garg, 1999).
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b) Contagem de Plaquetas - normalmente, as
plaquetas sao avaliadas em laminas coradas pelo Leishman,
ao mesmo tempo em que se faz a contagem diferencial dos
leucécitos, e que possibilita observagdo de funcéo
(aglutinagcado) e morfologia, além de permitir a exclusdo de
outras sindromes hemorragicas (leucemia aguda, anemia
aplastica). Quando se trata de trabalhos cientificos, ha a
necessidade de técnica mais precisa, utilizando-se camaras de
contagem e microscépio com contraste de fase (Weibrich et al,
2001).

c) Teste de Agregacao Plaquetaria - obtida
pela adicdo de substancias agregantes ao plasma rico em
plaquetas. Atualmente este teste € realizado em agregbmetros
que fornecem graficos da reacdo de agregacado plaquetaria.
Utiliza-se com maior frequéncia a trombina e o difosfato de
adenosina (ADP) como substancia agregante e mais raramente

o colageno, adrenalina, fibrinogénio, etc.

2.2.2.2 COMPONENTES MOLECULARES DAS
PLAQUETAS

a) Fatores de Crescimento — sao proteinas
soluveis produzidas por uma grande variedade de células e
seus nomes derivam da fonte de onde se originam. A

sinalizacdo aos fatores de crescimento encontra-se mediada
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por receptores de membrana especificos situados na superficie
das células sobre os quais atuam promovendo uma
proliferacdo ou inibicdo em diferentes situagdes garantindo
entdo uma especificidade de acdo frente a cada situacio
(Joyce et al.,, 1991). Quando liberadas pela degranulagao
plaquetaria ou ativamente secretadas por macrofagos, elas
atuam como fatores de crescimento paracrine, ou seja, fatores
de crescimento secretados por uma célula exercendo seu efeito
em uma segunda célula adjacente, afetando principalmente
fibroblastos, células tronco medulares, e os pré-osteoblastos.
Contudo, cada uma dessas células alvo tem a capacidade de
sintetizar e secretar suas préprias proteinas TGF-B para atuar
sobre as células adjacentes numa versao paracrine ou para
atuar sobre elas mesmas como um fator de crescimento
autdcrino, ou seja, um fator de crescimento que é secretado por
uma célula e atua sobre sua prépria membrana celular para
continuar sua atividade (Graves et al.,1989). O numero total de
fatores de crescimento que sao capazes de efetuar as fungdes
de proliferacdo, diferenciacdo e secrecdo de células
relacionadas ao osso € desconhecido, porém seu numero esta
continuamente sendo expandido como resultado de novas
técnicas avangadas de pesquisa em bioquimica das proteinas

e da biologia molecular (Lind, 1998).

b) Fatores de Crescimento Recombinantes — o

PRP também modula e sobreregula uma das fung¢des dos
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fatores de crescimento na presenca de um segundo ou terceiro
fator. E essa caracteristica especifica que separa os fatores de
crescimento do plasma rico em plaquetas dos fatores de
crescimento recombinantes, que sdo os unicos fatores de
crescimento que apenas focalizam-se num unico caminho da
regeneragao. Os fatores de crescimento recombinantes, por
essa razao, podem nao ser tdo funcionais na ferida em virtude
da limitacdo dos niveis das taxas néo elevadas de fatores de

crescimento reguladores simultaneos (Marx, 1999).

c) Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas (PDGF) — €& a sentinela evolucionaria do fator de
crescimento que inicia primeiramente todo o reparo da ferida
(Ross et al., 1986). E uma glicoproteina que existe em trés
formas diméricas: PDGF-aa, PDGF-bb e PDGF-ab. Segundo
Singh et al. (1986) e Bowen-Pope et al. (1984), existe
aproximadamente 0.06 ng de PDGF por 10° plaquetas
humanas (aproximadamente 1.200 moléculas por plaqueta). O
PDGF representa aproximadamente 50% da atividade
mitogénica derivada das plaquetas do soro humano, como
pesquisado em células gliais (Heldin et al., 1981). As funcdes
principais do fator de crescimento derivado de plaquetas séo:
estimular a duplicagcédo celular (mitogénese) de células tronco
viaveis do reparo - células osteoprogenitoras e estimular a
duplicagdo celular de células endoteliais (angiogénese),

permitindo o brotamento de novos capilares dentro da ferida -
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uma parte fundamental do reparo (Lind,1998). Além disso, o
PDGF parece promover a migracdo de células viaveis do
reparo perivascular no interior da ferida e modular os efeitos de
outros fatores de crescimento, demonstrando o seu potencial
para atuar como um fator paracrine ou autocrine para as

células Osseas (Graves et al.,1989).

d) Fator Beta de Crescimento Transformante
(TGF-B) — a “super-familia” dos TGF-Bs sdo aproximadamente
47 e inclui todos os fatores de crescimento morfogenéticos
especificos do osso das 13 conhecidas Proteinas
Morfogenéticas do Osso (BMPs). O tipo de TGF- encontrado
nas plaquetas é o TGF-4 e TGF-f3,, que sdo 0os mais genéricos
fatores de crescimento do tecido conjuntivo envolvido com a
formagao tanto da matriz 6ssea e da cartilagem como da matriz
da lamina basal (Burt, 1998). O Fator beta 1 e 2 de crescimento
transformante, também por volta de 25.000 Daltons de peso
molecular, sdo ativamente liberados em resposta aos efeitos de
traumas ou cirurgias (Sporn et al., 1986). As células que sao
ativadas pelo TGF-B; ou TGF-B, incluem os fibroblastos,
células endoteliais, células osteoprogenitoras, células
condroprogenitoras e células tronco mesenquimais (Burt,
1992). Se um fibroblasto é “ativado” ele sofre divisdo celular e
produz colageno. Uma célula endotelial sera estimulada para
produzir novos capilares. Uma célula osteoprogenitora ira

diferenciar-se na producdo de matriz d&ssea. Células
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condroprogenitoras irdo diferenciar-se e produzir a matriz de
cartilagem. Uma célula tronco mesenquimal sera estimulada
para mitose assim como prover a maior populacdo de células

necessarias para o reparo da ferida (Beck et al., 1993).

e) Fator de Crescimento Epidermal (EGF) —
descoberto por Cohen, em 1962, foi o primeiro fator de
crescimento descrito quando o autor realizou suas pesquisas
na estimulacao da erupcao de incisivos e da abertura das
palpebras em animais recém nascidos isolando uma proteina
das glandulas submandibulares desses animais. O fator de
crescimento epidermal estimula a regeneragéo da epiderme e é
encontrado nas plaquetas, mondcitos, glandulas salivares,
glandulas duodenais, rins, urina e leite materno. O EGF
promove o reparo da ferida por estimular a divisdo de
queratindcitos e fibroblastos dermais e também acentuar a
producao e efeitos de outros fatores de crescimento (Rudkin &
Miller,1996).

f) Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF)
— o0 estabelecimento da existéncia do fator de crescimento de
fibroblasto se deu em 1974 por Gospodarowicz, em suas
pesquisas com extratos de cérebro e hipdfise de bovinos.
Atualmente, os FGFs s&o representados por um grupo de
proteinas similares que sé&o potentes mitdbgenos para células

derivadas do ectoderma e mesoderma. As estruturas e fungoes
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do fator de crescimento de fibroblastos acido (aFGF) e do fator
de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), o primeiro fator
de crescimento a ser purificado, tem sido bem caracterizado.
Ambos estimulam a migracdo e proliferagdo de células
endoteliais (Rudkin & Miller,1996).

g) Fatores de Crescimento Similares a
Insulina (IGFs) - suas denominag¢des originais foram
somatomedina-C e fator de crescimento esqueletal (Mohan &
Baylink, 1991). Os IGFs produzidos pelas células ndo apenas
agem como regulador autocrine e paracrine, mas também
tornam-se incorporados no interior da matriz 6ssea e podem
ser liberados mais tarde durante processos de reabsorcao
(Linkhart et al., 1996). O IGF-I e IGF-Il s&o os mais abundantes
fatores de crescimento estocados na matriz 6ssea (Mohan &
Baylink 1991; Dequeker, 1994). Além de serem produzidos
acima de seus niveis normais pelos osteoblastos para
estocagem no o0sso, o0s osteoclastos podem secretar uma
quantidade elevada de IGFs durante a reabsorcdo. Juntamente
com outros fatores de crescimento contribuem para o processo
de desenvolvimento 6sseo, crescimento e reparo por estimular
a proliferacao e diferenciacdo dos precursores dos osteoblastos
(Linkhart et al., 1996).
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h) Fibronectina e Vitronectina — Ambas sao
proteinas chamadas de moléculas de adesao celular.
Participam da proliferacdo celular e migracdo particularmente
visto no reparo da cartilagem e o0sso. Essas proteinas movem-
se via um processo de endocitose no qual elas fixam-se na
porcdo da membrana celular no interior de vesiculas. Essas
vesiculas sao transportadas pelo citoplasma para sua porgao
frontal onde sao re-incorporadas para o interior da superficie da
membrana celular fornecendo, portanto, um apoio ou aderéncia
para as células quando a estas for solicitado um deslocamento
(Marx & Garg, 2002).

i) Fibrina — da mesma forma que a fibronectina e
a vitronectina, a fibrina € derivada do plasma e contribui para a
mobilidade celular na ferida. O papel da fibrina, que € uma
proteina de cadeias cruzadas derivada a partir do fibrinogénio
no plasma, nido € apenas para servir como um arcaboug¢o ou
superficie para a migragdo celular, mas para aprisionar
plaquetas. Inicialmente, a sua utilizacdo se deu como um
sistema de selante que tem sido utilizado com sucesso
promovendo o reparo em diferentes situacdes clinicas (Matras,
1985). A formacéao de fibrina do processo do PRP serve como
uma cola e une, ao mesmo tempo, as diferentes partes de
trabéculas e tecido medular soltas ajudando, dessa forma, o
cirurgido a esculpir o enxerto. A rede de fibrina age como um

arcabouco para a osteoconducgédo por todo o enxerto depois
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que os fatores de crescimento no interior das plaquetas iniciam

a osteogénese (Marx, 1999).

2.3 A BIOLOGIA DA INCORPORAGCAO DO
ENXERTO OSSEO

O padrao clinico para os enxertos 0sseos é O
enxerto 0sseo trabecular autégeno. Os enxertos alégenos e
corticais autdégenos incorporam pelos mesmos meios
esquematicos que os enxertos trabeculares autdbgenos, porém,

eles tém algumas diferengas importantes.

2.3.1 DIFERENGCAS ENTRE OS PROCESSOS DE INCOR-
PORACAO DO ENXERTO CORTICAL E
TRABECULAR AUTOGENO

O enxerto invariavelmente trara danos aos vasos
locais e deixa sangramento do osso trabecular hospedeiro no
leito receptor. Isso ativa a cascata da coagulacdo e uma rede
de fibrina forma-se. O coagulo organiza-se dentro de um tecido
conjuntivo e atrai células inflamatorias e novos vasos
sanguineos. Os elementos do enxerto sofrem necrose. Existe
controvérsia se os elementos celulares vivem e contribuem

para a osteogénese, porém sua contribuicido, se presente, é
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provavelmente pequena comparado as do tecido hospedeiro
(Burchardt, 1987).

O enxerto trabecular inicia a revascularizacdo apoés
algumas horas do ato cirurgico e se completa geralmente em
duas semanas. Novo tecido de granulacdo move-se através
dos poros da rede trabecular e ocupa o enxerto. Os
osteoblastos, as células formadoras de osso, aparecem com o
tecido vascular. As células osteoprogenitoras dao origem aos
osteoblastos. Existem outras células que podem dar origem
aos osteoblastos (Burchardt & Enneking, 1978), tais como:
células endoteliais, mondcitos circulantes, células do sistema
reticulo-endotelial e fibroblastos. Segue a invasao do enxerto
pela neovascularizacido, seguida pelo aparecimento de células
formadoras de osso na regido. Essa invasdo vascular dessa
forma trouxe osteoblastos que depositaram ostedide sobre as
faixas de cartilagem. O enxerto trabecular tem uma estrutura de
espacos abertos que permitem a deposicdo de novo 0sso
diretamente sobre as trabéculas necroéticas. As trabéculas
transplantadas ndo perdem sua resisténcia mecanica quando
perdem sua vitalidade. Por essa razao, um enxerto trabecular
passa por um aumento inicial na resisténcia mecanica
enquanto o novo 0sso € depositado nas trabéculas necréticas
existentes. Entdo, assim como as trabéculas necroticas sao
remodeladas mais tarde, a resisténcia do enxerto incorporado

diminui préximo aquela do osso trabecular normal. Essa
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sequéncia é uma das trés diferencas entre a incorporacao dos
enxertos corticais e trabeculares (Yaszemski et al., 1996).
Essas diferencas tém implicagcbes para o tratamento
clinico de pacientes apdés os enxertos de osso cortical e
trabecular. As diferencas repousam na taxa de
revascularizacao, resposta osteoclastica versus osteoblastica e
a integralidade do reparo. Elas devem ser consideradas
quando planeja-se a utilizagao de um determinado material e o
planejamento cirurgico para repor 0sso (Yaszemski et al.,1996).
A sequéncia de incorporagao do enxerto € similar para
os enxertos corticais e trabeculares durante as duas primeiras
semanas. A formacdo do hematoma e sua organizagdo no
interior do coagulo de fibrina sdo idénticos nos casos trabecular
e cortical. O enxerto 0sseo trabecular € revascularizado muito
mais rapidamente do que o enxerto de osso cortical. A
revascularizacado do enxerto trabecular ocorre por meio dos
espacos medulares. O mesmo processo no 0sso cortical deve
ocorrer por meio dos canais haversianos existentes. A
porosidade que este sistema haversiano (6steons) confere ao
osso cortical € baixa comparada a porosidade do osso
trabecular. A invaginagdo de novos vasos sanguineos atraves
dos canais haversianos leva muito mais tempo do que a
invaginacao de novos vasos através dos poros abertos do 0sso
trabecular (Prolo & Rodrigo, 1985). Os enxertos corticais

autégenos requerem dois meses para revascularizar
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comparado as duas semanas para os enxertos trabeculares
(Prolo & Rodrigo, 1985).

A segunda diferengca entre o0s processos de
incorporacao dos enxertos corticais e trabeculares repousa na
sequéncia da nova substituicao 6ssea para o enxerto necraotico.
NOs mencionamos acima que a resposta hospedeira para um
enxerto trabecular é osteoblastica. Isto €, o enxerto trabecular
tem nova forma de tecido ésseo em suas trabéculas necréticas
sem prévia reabsorcdo daquelas trabéculas. Nos enxertos
corticais os osteoclastos, agem anteriormente aos osteoblastos
para dar origem a novo tecido 6sseo. A importancia dessa
diferenca € que os transplantes corticais, frequentemente
utilizados para tratar grandes defeitos 6sseos, passam por uma
fase de resisténcia mecéanica diminuida. Isso ocorre entre
aproximadamente seis semanas e seis meses pos-transplante
quando a fase de reabsorc¢ao inicial (osteoclastica) tem ocorrido
por fora a fase aposicional (osteoblastica) de incorporagcdo do
enxerto cortical (Burchardt & Enneking, 1978). Os transplantes
corticais podem perder 50% de sua resisténcia em seis meses
e essa perda é revertida por volta de 1 a 2 anos (Prolo &
Rodrigo, 1985).

A terceira diferenca entre os dois processos € a
integralidade do reparo. As trabéculas transplantadas do
enxerto trabecular sdo completamente reabsorvidas durante o
remodelamento e toda a regido reparada torna-se um 0SSO

lamelar remodelado. Os enxertos corticais permanecem uma
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mistura de o0sso necrético e osso viavel por anos, e podem
nunca sofrer transformagao por completo em um novo 0sso
(Burchardt, 1987). O osso necroético residual num enxerto
cortical pode ser 50-90% do enxerto original muitos anos apos
o enxerto (Prolo & Rodrigo, 1985). O significado é que, embora
o enxerto necrético mantenha sua resisténcia, a regido do
espaco que ele ocupa nao pode sofrer remodelamento
completo e, portanto, pode ndo conter satisfatoriamente um

0sso orientado para suas necessidades mecanicas.

2.3.2 ATUAGAO DOS FATORES DE CRESCIMENTO NO
PROCESSO DE REGENERAGAO DO 0SSO

A extensdo da cicatrizacdo e da atividade de
regeneracao 0ssea € acompanhada por dois mecanismos. No
primeiro mecanismo, no interior do enxerto, as plaquetas
aprisionadas no coagulo degranulam-se em questdo de horas
da colocagédo do enxerto, liberando PDGF, TGF-B, e TGF-B..
Esses fatores d&o inicio ao processo de regeneragdo. O PDGF
une-se as células endoteliais para iniciar a invaginagdo dos
capilares, enquanto o TGF-B; e o TGF-B, unem-se aos
osteoblastos endosteais e células tronco mesenquimais da
medula para iniciar as mitoses para aumentar sua quantidade
assim como estimular a producao de ostedide. Esse processo
continua pelos trés primeiros dias da colocacdo do enxerto,

tempo em que os capilares ja sdo vistos entrando no enxerto.
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Entretanto, nesse momento, as plaquetas degranulam-se e nao
serdo mais, por longo tempo, uma fonte primaria de fatores de
crescimento para direcionar o processo de reparo 6sseo (Marx
et al., 1998).

O segundo mecanismo, € 0 mais dominante, parece
ser a quimiotaxia e ativagao dos macréfagos que substituem as
plaquetas como fonte primaria dos fatores de crescimento apds
o terceiro dia (Pierce et al., 1992; Mustoe et al., 1989).

Os macroéfagos sao inicialmente atraidos ao enxerto
como mondacitos circulantes das células teciduais livres pelas
acdes do PDGF e pelo inerente gradiente de oxigénio entre o
espaco morto do enxerto e o tecido normal adjacente que esta
acima de 20 mmHg (Knighton et al., 1981; 1984). A hipoxia no
enxerto de 05 a 10 mmHg de tens&o de oxigénio, comparado a
normoxia dos tecidos adjacentes, que € 45 a 55 mmHg de
tensdo de oxigénio, cria um diferencial de oxigénio de 30 a 40
mm/Hg para o qual o macrofago é programado responder.
Assim, os macrofagos, que sdo muito prolificos e eficientes
sintetizadores do fator de crescimento, dirigem a regeneracao
O0ssea remanescente do enxerto e reparo. Essencialmente, os
macréfagos secretam as mesmas proteinas PDGF e TGF-§3,
mas também secreta fator de crescimento fibroblastico basico e
fatores de crescimento endoteliais vasculares, entre outros
(Knighton et al., 1981). Assim, as propriedades inerentes da
ferida (particularmente o gradiente de oxigénio, PDGF e TGF-

B) inicia a angiogénese antecipadamente a partir de capilares
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do ambiente e mitogéneses de células osteocompetentes
transferidas (Marx, 1999).

A revascularizagao completa do enxerto ocorre por
volta de 4 semanas. Nessa fase, os osteoblastos endosteais ja
tém depositado ostedide sobre as trabéculas ésseas originais e
as células tronco da medula aumentam drasticamente em
numero e iniciam a diferenciacdo em osteoblastos. Como os
capilares revascularizaram o enxerto, eles efetivamente
reduzem a diferenca do gradiente de oxigénio, criando assim
um mecanismo interruptor para os macrofagos prevenindo uma
angiogénese excessiva (Knighton et al., 1984).

A efetiva maturacdo de um enxerto a partir de um 0sso
lamelar desorganizado em um osso maduro com sistemas
haversianos envolve o terceiro e ultimo grupo de fatores de
crescimento neste modelo, o qual ndo faz parte desse estudo e
nao esta contido no PRP. Trata-se da Proteina Morfogenética
do Osso (BMP). Como a matriz 6ssea é formada e entdo
mineralizada pelos osteoblastos, a BMP é colocada para o
interior da matriz 6ssea (Delmas & Malaval, 1993). Essa
proteina insoluvel em acido é entao liberada pela reabsorcao
osteoclastica da remodelacdo do osso normal, a qual progride
numa razao de 0,7% ao dia em osso normal mas pode ocorrer
mais rapidamente de 5% a 8% ao dia da maturagdo de um
enxerto 6sseo (Dequeker, 1994). A liberagdo de BMP conecta a
reabsorcdo Ossea a formacao de osso novo pela acédo de

células tronco adjacentes por aumentarem seus numeros e
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diferencia-las em osteoblastos funcionais que secretam
ativamente matriz 6ssea. Entao, o ciclo do enxerto a partir de
um transplante celular que é colocado dentro de um meio
bioquimico complexo progride para um osso funcional maturo
que se auto mantém por meio do ciclo normal de reabsorcao e

remodelacao.

2.4 PROCESSO DE REMODELAGAO DO 0SSO

A remodelacao 6ssea € o mecanismo pelo qual o
0SSO renova-se € permanece estruturalmente ativo em suas
fungcdes. O esqueleto adulto estd normalmente em estado
dindmico, sendo continuamente destruido e reformado pelas
acoes coordenadas dos osteoclastos e osteoblastos sobre a
superficie trabecular e do sistema haversiano. Esta modificacédo
ou remodelacdo do o0sso ocorre em pontos especificos e em
porcdes discretas por todo o esqueleto. A remodelagao que
ocorre em cada porgao (chamada de unidade de remodelacao
O0ssea de Frost, quem primeiro descreveu esta sequéncia
quase 30 anos atras, é “geograficamente” e cronologicamente
separada de outras por¢oes de remodelagao. Isto sugere que a
ativacdo da sequéncia dos eventos celulares responsaveis pela
remodelagdo €& controlada localmente, mais provavelmente
pelos fatores autocrines ou paracrines produzidos no
microambiente Osseo (Frost, 1999). A sequéncia € sempre a

mesma — reabsorcdo Ossea osteoclastica seguida pela
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formacao Ossea osteoblastica para reparar o defeito. A fase
reabsorvivel do processo de remodelagcdo tem sido estimada
em 10 dias. Esse periodo é seguido pelo reparo do defeito por
um conjunto de osteoblastos atraidos ao local da reabsorgéo e
entdo presumivelmente agem formando novo osso. Esta parte
do processo leva aproximadamente trés meses e 0 novo 0SS0,
assim formado, € chamado unidade estrutural 6ssea — BSU
(Frost, 1999).

O osso realiza varias fungdes. Primeiro, ele é o
reservatério primario de calcio no corpo e troca esse mineral
rapidamente com o ambiente fluido extracelular. Segundo, a
medula hematopoiética que esta localizada no osso trabecular
fornece as células do corpo, dos tecidos e dos érgaos com
suas ceélulas sanguineas vermelhas carreadoras de nutrientes e
células sanguineas brancas que combatem a infeccdo. A
terceira fungao do 0sso € o seu papel mecanico em suportar 0os
tecidos e em prover locais de insercdo dos musculos que
efetuam os movimentos do corpo e locomocao.

O processo biolégico que se inicia com a
transplantacédo Ossea e resulta em osso estruturalmente e
mecanicamente normal utiliza uma unica propriedade, a
regeneragao. Quando traumatizado, ndo se repara como uma
cicatriz fibrosa como faz virtualmente todos os outros tecidos. A
resposta ao trauma € para regenerar o tecido 0sseo e assim
remodelar aquele novo osso formado em direcdo ao local do

stress. Essa regeneracao € compreendida como uma reposicao
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de componentes dissipados ou perdidos no organismo por
elementos igualmente ou altamente organizados.

No entanto, esse potencial para restaurar sua
estrutura original completamente e suas propriedades
mecanicas tem certas limitagcbes. A incorporagdao do
transplante, crescimento fisiolégico e todo reparo da fratura
resultam na formacgao de novo 0sso que pode entdo remodelar
para otimizar sua funcdo mecanica em sua localizacao
particular no esqueleto. Esse deve ser o objetivo ideal da
estratégia da engenharia de tecidos para obter-se 0sso
humano.

O biomaterial ideal ou elaborar um biomaterial deve
prover resisténcia mecanica temporaria para a regiao a ser
reconstruida, permitir ou induzir a regido para reconstituir-se
com novo o0sso, desintegrar-se de forma controlada em
moléculas ndo toxicas que o corpo possa metabolizar ou
excretar e assim permitir o processo usual para otimizar as
propriedades mecéanicas do osso recém formado ao longo da

linha do campo de presséao.

2.5 ENXERTOS OSSEOS

Existem varias referéncias na literatura que
registram as primeiras tentativas de enxerto 6sseo.
Lane & Sandhu (1987) citam uma referéncia de um

cirurgido holandés, Job van Meek’ren, em 1668.
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Senn (1889) implantou osso alégeno descalcificado,
tratado com acido hidrocloridrico, no interior de cavidades de
osteomielites crénicas com o objetivo de promover antissepsia
dentro delas.

Barth (1898) afirmou que o osso transplantado,
medular e periésteo morto sdo substituidos por novo 0sso a
partir da superficie do tecido sem reabsorcao prévia do enxerto
transplantado.

Phemister (1914) descreveu o processo de novo
osso formar-se a partir de elementos presentes no osso e
utilizou a estrutura do osso mineralizado morto como um
arcabouco por sobre o qual cresceria.

Levander (1930) injetou extrato de 0sso no interior
de musculos e observou a formagdo de novo osso em local
heterotopico. Foram aproximadamente 3 décadas a partir de
sua publicagao até a demonstracéo por Urist (1965) de que, um
extrato de matriz 6ssea desmineralizada poderia induzir
invasdo de células mesenquimais indiferenciadas a partir do
hospedeiro para tornarem-se osteoblastos e formar novo o0sso
em um local heterotopico. Através de uma série de
experimentos demonstraram, ainda, que um componente da
matriz 6ssea desmineralizada que eles chamaram de proteina
morfogenética do osso (BMP) era a responsavel por esta
inducao.

O trilho historico da transplantagcdo oOssea tem

conduzido-nos para esse ponto: a regeneragdo bem sucedida

Djalma Pereira Nunes Filho — Dissertagdo de Mestrado



Revisio da Literatura 49

do osso requer células que produzira ostedide (matriz éssea),
em apropriado arcabouco sobre o qual novo osso pode
crescer, e moléculas bioativas para direcionar o processo. O
hospedeiro deve, claro, proporcionar provisdes vasculares e
nutrientes. Planejar o transplante deve geralmente conceder
algumas propriedades mecanicas para a regido reconstruida e
esse pode ser aproximado pelas propriedades mecanicas do
0ssO a ser substituido. As exatas exigéncias mecanicas sao
ditadas pela anatomia, carga funcional e circunstancias clinicas
de uma reconstrugdo em particular. A tecnologia agora existe
para direcionar cada um dos componentes necessarios na
regeneragdo Ossea separadamente (Hollinger, 1993). A
evolucdo do transplante 6sseo esta agora entrando numa era
onde novas combinacdes de constituintes necessarios e
igualmente processos modernos para libera-los estao
passando por experimentacoes.

Durante a década de 80 o ponto principal do
conhecimento da cicatrizagdo era o papel da oxigenacédo dos
tecidos. De fato, a oxigenacdo dos tecidos aumentando a
capacidade fagocitaria e bactericida das células imunes
hospedeiras e auxiliando o colageno tdo bem quanto outra
proteina sintética, permanece uma necessidade fundamental.
Hoje, entretanto, os pontos principais de uma base de
expansdo dos conhecimentos sdo a identificacao,
entendimento e uso dos fatores de crescimento. A transicéo

entre esses dois periodos foi a descoberta de que o oxigénio,
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em geral, e o gradiente de oxigénio especificamente, tem seus
efeitos direto na estimulagdo de macrofagos de varios outros
fatores de crescimento e angiogénicos que auxiliam a
cicatrizacao e resisténcia a infecgdes (Knighton et al., 1984).

Os enxertos de osso autdgeno cortical e medular
sao os dois tipos de enxertos d6sseos utilizados com mais
frequéncia, onde cada um deles apresenta vantagens e
desvantagens baseado nas diferencas da prépria arquitetura.
Baseado nessas observagdes, Merkx et al. (1999) avaliaram o
reparo 0sseo em seio maxilar de cabras holandesas
enxertando-os com osso cortical e medular autdbgenos retirados
por meio de trefinas da calvaria. Na analise histolégica nos
periodos de 3, 6, 12 e 24 semanas observaram que
inicialmente os enxertos medulares apresentaram uma
revascularizacao mais rapida do que os enxertos corticais e
que os dois modelos mostraram sua aceitagcao e incorporacao
ao leito receptor.

Tem sido proposto que o0s enxertos 0sseos
autdégenos particulados devam ser preferidos aos blocos nos
procedimentos de enxerto Osseo. Apesar de estudos
descreverem a influéncia dos diferentes tamanhos de particulas
no reparo 0sseo em modelos de estudo animal e humano néo
foram conclusivos em determinar qual tamanho de particula
deveria ser indicada na regido craniomaxilofacial. Pallessen et
al. (2002) investigaram a influéncia do tamanho das particulas

de enxertos Osseos autdogenos em 45 defeitos &sseos
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bicorticais em cranios de 15 coelhos. Observaram que o
volume total do novo osso formado nos defeitos preenchidos
com particulas pequenas (0,5 mm® — 2 mm?®) foi maior e mais
maturo quando comparado aos defeitos com particulas maiores
(10 mm?®) apés o periodo de 2 e 4 semanas. Além disso,
observaram que a reabsorcao das particulas pequenas foi mais
pronunciado, evidenciando um nivel maior de substituicdo
comparado ao grupo de cavidades preenchidas com particulas
maiores. Concluiram que os estagios iniciais da regeneracao
ossea foram influenciados pelo tamanho das particulas ésseas
do enxerto autégeno mostrando que as particulas de 0,5 mm°a
2 mm?® poderiam ser escolhidas para os procedimentos de

enxerto 6sseo.

2.6 UTILIZAGAO DO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS

O PRP é uma fonte facilmente acessivel de fatores
de crescimento para auxiliar o reparo dos tecidos mole e 6sseo.
E obtido a partir de métodos de concentrados autégenos de
plaquetas para a adicdo em feridas cirurgicas ou enxertos e
para outras injurias no sentido de acelerar ou auxiliar o reparo
(Marx et al., 1998).

Um coagulo sanguineo natural contém 95% de
células sanguineas vermelhas, 5% de plaquetas e menos do

que 1% de células brancas juntamente com numerosos fios de
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fibrina. Um coagulo sanguineo de PRP, por outro lado, contém
4 % de células vermelhas, 95% de plaquetas e 1% de células
brancas (Marx & Garg, 2002).

2.6.1 TERMINOLOGIA

O Plasma Rico em Plaquetas €é o termo
cientificamente correto para a concentracdo de plaquetas
autdégenas. Outros termos, tais como: Concentrado de
Plaquetas (PC), Gel de Plaquetas Autégenas (APG) e Plasma
Muito Rico em Plaquetas (PMRP), tém sido aplicados ao
mesmo material bioldgico e, no entanto, ndo s&o os termos
corretos. Sdo aceitaveis somente para o uso clinico (Marx &
Garg, 2002).

2.6.2 SEGURANCA DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Devido ser autdogeno, o PRP evita os riscos de
doencgas transmissiveis, tais como: HIV, Hepatites B, Cou D e
outras patologias de origem sanguinea. Por ser usado
topicamente na cobertura de uma ferida e na forma de um
coagulo ele nunca retorna a circulagdo do individuo (Marx &
Garg, 2002).
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2.6.3 INDICAGAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

A diversidade celular do PRP permite que seja
utiizado em diversas situacbes de reparo da perda éssea
alveolar, tais como; enxerto de seio maxilar (Rosenberg &
Torosian, 2000; Sonnleitner et al., 2000; Lozada et al., 2001;
Froum et al., 2002), enxerto para aumento localizado de altura
ou largura (particulado ou em bloco) do rebordo alveolar (Marx
et al., 1998; Marx et al., 1999; Shanaman et al., 2001; e em
pequenos defeitos como as fenestracdes pds implantoddnticas
(Petrungaro, 2002), defeitos dsseos periodontais (Lynch, 1999;
Shanaman et al., 2001; Lekovic et al., 2002), deiscéncias do
tecido 6sseo e do tecido mole (Petrungaro, 2001), cirurgias
periodontais estéticas (Petrungaro, 2001), implantes imediatos
(Petrungaro, 2002) e alvéolos apds exodontias (Anitua, 1999) e

cirurgias cosméticas (Man et al., 2001).

2.6.4 METODOS DE OBTENGAO DO PRP

O seu processamento envolve fundamentalmente a
retirada e concentragao de plaquetas e, consequentemente os
fatores de crescimento que eles contém. A estratégia mais
simplificada do método é ampliar e acelerar os efeitos dos
fatores de crescimento contidos nas plaquetas.

O PRP é obtido a partir de sangue autégeno por meio

de um processo que utiliza o principio da separagao celular por
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centrifugacao diferencial no qual se retira sangue do doador,
separam-se as substancias desejadas, no caso as plaquetas, e
o restante dos elementos sanguineos é devolvido ao paciente
(Marx et al., 1998). Essa técnica permite que o PRP seja
produzido numa concentracdo de 300% acima dos niveis
sanguineos normais. A execugcdo técnica desses
procedimentos tem sofrido grande incremento nos ultimos
anos, gragcas ao surgimento de equipamentos cada vez mais
sofisticados e automatizados. Os equipamentos mais utilizados
para essa finalidade sdo o separador celular de densidade
gradiente Eletromedics 500/Medtronics (Marx et al., 1998), o
Medtronic Sequestra 1000 (Whitman et al.,1997), o Compact
Advanced Platelet Sequestration System-CAPSS (Lynch, 1999)
e o Heitich Universal 32/Tuttigen (Sonnleitner et al., 2000).

A sequéncia do processo € basicamente a seguinte:
pungao venosa, retirada do sangue e separagao celular.

Quando o procedimento € realizado em hospital ou
banco de sangue, ainda no periodo pré-operatorio, instala-se
um cateter em veia central por onde o separador celular retira o
sangue em meédia de 50 ml por minuto (Marx et al., 1998). O
volume de sangue extraido varia, em geral, de 400 a 500m|
(Whitman et al., 1997; Marx et al., 1998) e fica acondicionado
em uma bolsa coletora rotulada e contendo anticoagulante
(Ravel, 1997). Se a retirada for no préprio consultorio, volumes

menores sao utilizados - 10 a 20 ml (Anitua, 1999) ou de 70 a
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150 ml (Lynch, 1999; Sonnleitner et al., 2000) — e armazenados

em tubos de ensaio, para em seguida sofrerem centrifugacao.

A separacgao dos elementos do sangue retirado é feita
por centrifugacéo a partir do mais denso para o0 menos denso.
Basicamente  dois  protocolos para separagcdao de
hemocomponentes podem ser aplicados: convencional e
simplificado.

O processo convencional ¢é realizado em
equipamentos de centrifugagcdo de grande porte, tipico dos
centros de hemoterapia (Ravel, 1997), (Vengelen, 1996), como
se segue:

e Obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP). O PPP é
plasma acelular, obtido por centrifugacdo a velocidade de
5.400 a 5.600 rpm. Tal velocidade permite a separacéo por
densidade do plasma pobre em plaquetas dos eritrocitos e
da crosta de coagulo, que contém as plaquetas e os
leucédcitos. O volume desse componente, que deve retornar
ao paciente é de aproximadamente 200 ml (Marx et al.,
1998);

e obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP) apds a
obtencdo do PPP a velocidade de centrifugacéo é reduzida
para 2.400 rpm, permitindo a separacao da crosta de
coagulo, suspensa no plasma (cerca de 30 ml), do acumulo
das células vermelhas do sangue (Whitman et al., 1997). A
reducdo da velocidade de centrifugacao possibilita a coleta

de aproximadamente 70 ml de PRP (Marx et al., 1998), cuja
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coloragdo ¢é alaranjada. Ao final observa-se um
conglomerado de células vermelhas do sangue com
aproximadamente 180 ml de volume, as quais devem
retornar ao paciente. O processo simplificado € executado
em minicentrifugas preconizadas para uso em ambiente
ambulatorial ou em consultérios odontoldégicos (Anitua,
1999; Sonnleitner et al., 2000);

e 10 a 20 ml de sangue total coletados sao distribuidos em
tubos de ensaio de 5 ml, contendo solucido de citrato
trissodico a 10% como anticoagulante. Os tubos sé&o
centrifugados a 160 G por seis minutos a temperatura
ambiente, resultando em trés componentes basicos: células
vermelhas do sangue (fundo do tubo); plasma rico em
plaquetas (meio do tubo) e plasma pobre em plaquetas
(topo do tubo);

e em seguida faz-se a coleta do plasma incluindo 1 a 2 mm da
porcao superior das células vermelhas do sangue. Na zona
de transicdo na fase vermelha, a proporcédo de linfocitos é
alta. Esta é de interesse, porque os linfécitos também
liberam fatores de crescimento (Matras, 1985) e deve ser
usada na mistura por esta razdo. O volume de cerca de 1,2
ml por tubo € associado a 50 ul de cloreto de calcio a 10% e
apos 5 a 10 minutos o gel é formado (Anitua, 1999).

Rossi Junior et al. (2001) apresentaram um protocolo
de obtencdo de PRP, coletando sangue de 4 caes da racga

beagle, e utilizando-se de uma centrifuga convencional a 750
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r.p.m., por 10 minutos, onde puderam concluir que a
concentracao obtida era semelhante a protocolos estabelecidos

por outros centros de estudos além de ser um método seguro.

2.7 TRABALHOS EXPERIMENTAIS COM OS
FATORES DE CRESCIMENTO, PRP E
BIOMATERIAIS ASSOCIADOS

Lynch et al. (1991) estudaram implantes de pressao
em 8 caes beagle utilizando uma combinacido de PDGF-
bb/IGF-I simultaneamente a colocacdo dos implantes e
sugeriram que essa combinagao estimulava a regeneracao
o0ssea em torno dos mesmos.

A constatacdo cientifica de que a utilizagdo dos
fatores de crescimento poderia estimular a diferenciacdo de
células progenitoras motivou o desenvolvimento de novas
pesquisas.

Becker et al. (1992) estudaram o principio da
osteopromocao em torno de 24 implantes instalados em 4 caes
logo apdés a extracdo com o uso de membranas ePTFE
sozinhas, combinadas com DFDB ou com a combinacao
PDGF-bb/IGF-1 18 semanas apds a instalagcdo. Os resultados
demonstraram, clinicamente, que as membranas de ePTFE
sozinhas ou as membranas de ePTFE com PDGF-bb/IGF-I
foram efetivas igualmente em promover crescimento ésseo ao

redor dos implantes. A avaliacéo histologica demonstrou que os
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locais tratados com as membranas associado ao uso do PDGF-
bb/IGF-I mostravam densidade 6ssea mais alto comparado aos
outros dois locais que receberam apenas a membrana e
membrana associada com DFDB.

Rutheford et al. (1993) relataram ter obtido a
regeneragao periodontal e crescimento 6sseo alveolar vertical
em areas interdentais apdés uma unica aplicacdo de PDGF
associado com a dexametasona e matriz colagena.

Hock & Canalis (1994) investigaram os efeitos do
PDGF sobre a formacédo éssea “in vitro” e confirmaram que
este fator de crescimento estimula a sintese de DNA em
culturas de calvarias de ratos em estagio de feto, além disso,
determinaram que nesse modelo, bem como em culturas de
células osteoblasticas isoladas, o PDGF-bb foi mais potente
que o PDGF-aa.

Slater et al. (1995) avaliaram a participagcao das
plaquetas na estimulacdo da atividade osteogénica sobre
células 6sseas retiradas da extremidade de ossos longos de
fetos humanos, estimados estarem na 172 a 202 semanas de
gestacdo. Os autores concluiram que a adicdo de plaquetas
humanas a essa cultura estimulou a proliferacdo de
osteoblastos.

Lind (1998) analisou em sua tese, a acao de varios
fatores de crescimento (PDGF, TGF-3, BMP e IGF-I) sobre a
cicatrizacdo 6ssea em estudos “in vitro” e “in vivo”, sobre as

células osteoblasticas, em osteotomias e na fixacdo de
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implantes ortopédicos. Nos estudos “in vitro”, os fatores de
crescimento exibiram efeitos quimiotaticos sobre os
osteoblastos humanos e a associacao dos diferentes fatores de
crescimento ndo tiveram efeitos na sintese de colageno. Nos
resultados “in vivo”, observou que aplicacdes continuas de 1 a
10 ng de TGF-p natural em uma osteotomia de tibia laminada
em coelhos aumentaram a unido mecanica e formacao de calo
0sseo em 6 semanas e que a remodelacdo do osso cortical
diafisiario ndo foi afetada pela aplicacdo de fator de
crescimento local.

Kim et al. (2001) avaliaram os efeitos da
concentracdo de plaquetas na formacdo éssea com O 0SSO
mineral bovino (BioOss), em defeitos 6sseos de tamanho
critico, preparados em calvaria de coelhos. A formacgéo déssea
foi avaliada por meio das imagens de raio-x e tomografia
computadorizada ap6s serem digitalizadas. Em todos os
parametros testados, uma maior densidade Ossea foi obtida
nos enxertos que foram combinados com o concentrado de

plaquetas.

2.8 TRABALHOS CLINICOS COM O PRP E BIOMA-
TERIAIS ASSOCIADOS

Tayapongsak et al. (1994) introduziram a idéia da
utilizagdo de um adesivo de fibrina autégena para facilitar a

instalacdo e o reparo dos enxertos 6sseos. Mostraram uma
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diminuicdo em 50% do tempo para incorporagdo e
remodelacdo do enxerto com a adi¢cao dessa fibrina adesiva ao
0sso medular particulado na maioria das cirurgias de
reconstrucdo mandibular. Identificaram consolidagdes Osseas
radiograficas precoces em 33 casos. Atribuiram isso a
osteoconducdo aumentada das células osteocompetentes no
enxerto por meio da capacidade da fibrina, além da notavel
adesividade das particulas oOsseas medulares durante a
colocacgao do enxerto.

Rudkin & Miller (1996) realizaram uma revisdo da
literatura das terapias com fatores de crescimento.
Consideraram que a reconstrugdo cirurgica de defeitos
estéticos e funcionais sdo frequentemente comprometidos
pelas limitacbes de tecidos doadores e complicagcdes de
reparo. Considerando, ainda, que isso pode potencialmente ser
contornado pela terapia com fatores de crescimento.

Linkhart et al. (1996) realizaram uma revisdo de
literatura de pesquisas clinicas e basicas que foram
importantes para os objetivos, a longo prazo, de se usar os
polipeptideos de fatores de crescimento na promogao do
reparo de fraturas, incorporacdo 6ssea sobre a superficie dos
implantes e, ainda, no aumento da formacdo d&ssea em
osteoporoses. Os autores concluiram que, ao se definir os
mecanismos dos efeitos implicitos dos fatores de crescimento
sobre a formacdo Ossea e, consequentemente, justificar e

otimizar o uso terapéutico dos fatores de crescimento “in vivo”,
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esses fatores poderdo tornar-se agentes terapéuticos em
potencial.

Whitman et al. (1997) descreveram a técnica de
utilizagcdo do gel de plaquetas como uma alternativa autdbgena
para a cola de fibrina com aplicagbes em cirurgia oral e
maxilofacial apresentando como vantagens a seguranga contra
infeccdbes e o maior suporte para a cicatrizagcdo de lesbes
devido a presenca das plaquetas e dos fatores de crescimento.
Isso foi usado em conjungdo com procedimentos, tais como
cirurgia ablativa da regido maxilofacial, reconstrugao
mandibular, reparo cirurgico da perda alveolar associados a
fistulas oroantral/oronasal e procedimentos adjuntos eleitos
para a colocacdo de implantes osseointegrados. Os autores
relataram, ainda, que encontraram melhores hemostasias
utilizando esta técnica em 21 cavidades de crista iliaca apos
remocdo de blocos Osseos, observando que ndo houve
formacgao de seromas e hematomas.

A aplicacgo do PRP em conjunto com os
procedimentos de enxertos 0Osseos tem sido ampliada e
discutida com aparente sucesso. Nos enxertos de seio maxilar,
com ou sem instalagao imediata de implantes, desempenha um
papel importante devido ao complexo ambiente bioquimico que
se estabelece nessa situacdo clinica (Jensen, 1999; Reddi,
1997). A intencado do procedimento n&o € somente preencher a

cavidade sinusal, mas criar adequada quantidade de osso
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viavel subjacente a crista 0ssea reabsorvida para a obtengao
de um tratamento reabilitador previsivel.

Marx et al. (1998) relataram 88 reconstrugcdes, com
osso retirado do iliaco, de defeitos de 5 cm ou mais em
mandibulas provenientes de extirpacdes de tumores benignos
e malignos sem radioterapia. Encontraram regeneragao e
densidade d&ssea significante com uma taxa de maturacao
aumentada em 44 defeitos 6sseos maiores nos periodos de 2,
4 e 6 meses usando o gel de plaquetas combinado com
enxertos 0sseos autdgenos quando comparado aos outros 44
casos de enxertos Osseos autdgenos isoladamente sem a
adicao do PRP.

Anitua (1999), utilizando o PRP no preenchimento
imediato de alvéolos dentais com o coagulo rico em PRP em 20
pacientes, observou que as biopsias dessas areas realizadas
até 16 semanas mostraram osso maturo e compacto com
trabéculas bem organizadas e morfologia normal. Observou
ainda, que a epitelizacdo em 100% dos casos foi completa e
significativamente melhor do que em areas nao tratadas com
PRP.

Marx (1999) relata que o PRP representa uma
vantagem sobre as técnicas padrdes de enxertos por oferecer
aos clinicos o acesso aos fatores de crescimento com uma
tecnologia simples e viavel. Relata, ainda, o aumento da taxa
de consolidagao clinica do enxerto, e os enxertos de PRP

produzem um 0sso mais denso e maturo do que os enxertos
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sem PRP. E seguro dizer que, ainda, segundo este autor, o
PRP n&o esta completamente conhecido e nao tem sido
totalmente utilizado. E uma tecnologia em fase inicial de
pesquisa sendo necessario identificar os fatores de
crescimento remanescentes nas plaquetas e explorar as
interacdes entre esses fatores de crescimento e com suas
interagdes celulares.

Marx (1999) relatou que n&o havia nenhuma
reabsorcao excessiva nas reconstrucbes mandibulares nas
quais utilizou-se da técnica de aumento da osteogénese pelo
uso do PRP. Em continuidade, comentou que a reabsorcao
acentuada parece estar relacionada mais pela contracdo e
deficiéncia do tecido mole.

Marx (2000) afirmou que a bioquimica dos tecidos
receptores e dos enxertos sdo compativeis, mas a adi¢cao do
PRP estimula uma consolidacdo e mineralizacao do enxerto na
metade do tempo com 15 a 30 % de ganho efetivo na
densidade 6ssea.

Sonnleitner et al. (2000) relataram uma técnica para
produzir PRP e PC (Plasma Concentrado) em enxertos 6sseos
intraoral promovendo uma centrifugagao dupla em combinacéao
com uma fibrina adesiva Tisseel. Essa técnica levou a uma
producdo de PRP numa concentracdo 300% acima do nivel
sanguineo normal. Nesse trabalho, a quantidade e a qualidade
mensurada mostrou que: os enxertos de osso autdgeno

tratados com PRP maturam entre 2 a 3 vezes mais rapido do
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que os enxertos ndo tratados com PRP; sdo 1,6 a 2,6 mais
radiopacos e; sdo 70% mais maturo do que sem tratamento.

Obarrio et al. (2000), realizaram terapia periodontal
em cinco pacientes com gel de plaquetas combinado ao
DFDBA e o uso de membrana de colageno nos casos onde os
resultados eram menos previsiveis. A impressao clinica dos
autores foi que essa técnica melhorou significantemente o
reparo das cirurgias periodontais com reducéo na profundidade
da bolsa e nova formagao 6ssea confirmada e evidenciada por
meio de radiografias periapicais e reentradas cirurgicas,
respectivamente. Ressaltam que estudos de controle com
analise histomorfométrica devam ser realizados para
demonstrar a regeneragao periodontal.

Kassolis et al. (2000) publicaram os resultados em
15 pacientes (10 mulheres, 5 homens). Catorze enxertos
sinusais e trés aumentos de cristas maxilares usando PRP com
0sso seco congelado alégeno (LifeNet). O plasma rico em
plaquetas foi extraido uma hora antes da cirurgia. A analise do
PRP indicou um aumento de 3 a 10 vezes na concentragao
plaquetaria em relagéo aos niveis séricos pré-cirurgicos. Cinco
meses depois foi realizada a reentrada para a coleta dos
espécimes. Os cortes histologicos confirmaram a presencga de
osso vital em aposicido as particulas residuais de FDBA e
nenhuma evidéncia de infiltrado de células inflamatérias ou

necrose foi observada.
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Carlson (2000) comentou, em sua revisdo de
literatura, sobre o uso do PRP e da proteina morfogenética do
osso recombinante (rhBMP-2). Relatou que as reconstrugdes
do esqueleto facial estdo apoiadas nos dados teodricos e
clinicos de estudos realizados em animais e humanos que
representam perspectivas otimistas para o século 21. Apesar
de o uso do PRP em conjuncdo com enxertos autdégenos do
complexo maxilofacial aumentar a ja impressionante
previsibilidade desta técnica, € possivel que o melhoramento
do wuso clinico do rhBMP-2 possa um dia eliminar a
necessidade de uma area doadora para remocéo de 0sso.

Rosenberg & Torosian (2000) revisaram a fungao
dos fatores de crescimento em terapias regenerativas recentes
e demonstraram um procedimento clinico que pode ser usado
para a coleta do PRP e que pode estimular a atividade dos
fatores de crescimento como um meio para aumentar a
velocidade do periodo de reparo. Relataram, ainda, que no
momento o resultado desse procedimento parecia favoravel, no
entanto, estudos longitudinais seriam necessarios para
determinar a eficacia de tais técnicas.

Lozada et al. (2001) realizaram um estudo clinico
dividido em duas partes. Descreveram, nessa primeira parte, a
utilizacdo do PRP nos procedimentos cirurgicos de enxertos em
seio de maxilas de 12 pacientes parcialmente e totalmente
desdentados. Esses pacientes seriam submetidos ao

tratamento com implantes, no entanto, possuiam menos de
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5mm de altura 6ssea desde a crista do rebordo alveolar até o
assoalho do seio maxilar. Foram divididos em 4 grupos de 3
pacientes em cada um deles. Utilizaram a técnica de
processamento do PRP descrita por Marx et al. (1998). O
espaco antral foi preenchido com uma mistura de PRP/osso
autégeno particulado, PRP/material alégeno, PRP/material
alégeno/xendégeno e, PRP/material xendgeno e
esquematizados dessa forma em quatro grupos de tratamento.

Shanaman et al. (2001) avaliaram o potencial do
PRP na combinagdo com osso alégeno em regeneragao 0ssea
nos defeitos do rebordo alveolar com perda horizontal e vertical
prévio a colocacido de implantes orais em 3 pacientes. O
aumento resultou em ganho clinico e radiografico tanto no
sentido vertical como horizontal dos defeitos Osseos. A
avaliacao histologica revelou presenca de particulas alégenas
residuais envolvidas pelo tecido conjuntivo tdo bem quanto de
novo osso formado dentro das areas enxertadas. Concluindo
os autores que a adicdo do PRP n&ao pareceu melhorar a
qualidade ou a quantidade na formacédo de novo 0sso superior
aquelas relatadas em estudos de regeneracao Ossea guiada
sem a utilizagcdo do PRP.

Petrungaro (2001), numa tentativa de aumentar o
sucesso dos procedimentos de enxerto de tecido conjuntivo,
assim como, do uso de barreiras de tecido de regeneracgao
tecidual para promover a cobertura radicular, incorporou o0 uso

de PRP/PPP no protocolo cirurgico em 3 casos clinicos
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apresentados. O autor observou uma cicatrizacao mais rapida
e com menos dor, edema e sangramento pos-operatorio, além
de os pacientes retornarem a suas atividades diarias normais
num curto periodo de tempo.

Petrungaro (2002) realizou a técnica imediata de
instalacdo de implantes no interior de alvéolos frescos,
associado ao uso de PRP misturado com osso cortical
desmineralizado, no preenchimento dos espagos presentes
entre o implante e a cavidade alveolar. Foram confeccionadas
coroas protéticas provisorias em acrilico imediatamente a
instalacdo dos implantes. O autor observou, apos 5 meses, a
preservacao dos contornos 6sseo e gengival.

Froum et al. (2002) testaram a eficacia do plasma
rico em plaquetas associado ao 0sso bovino anorganico
(BioOss, Osteohealth) que continha um minimo ou mesmo
nenhum osso autdogeno. Foram aplicados em 3 casos de
preenchimento bilateral de seio maxilar. A analise
histomorfométrica indicou que a adicdo do PRP ao biomaterial
nao fizeram uma diferenga significativa nem na producao de
0sso vital nem mesmo na interface do osso com os implantes
testes (2.0 mm x 10 mm — 3i Implant Innovations).

A efetividade clinica de duas técnicas regenerativas
para defeitos periodontais intra-6sseos em humanos foi
comparada por Lekovic et al. (2002), em 21 pacientes,
utiizando numa delas a combinacdo de PRP/osso bovino

poroso/GTR e, em outra, a combinacdo apenas do PRP ao
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0sso bovino poroso. Apos 6 meses, um exame clinico dos
defeitos tratados revelou uma reducdo da profundidade a
sondagem e ganho de insercdo clinica significativos. Os
resultados também sugeriram que a GTR n&o adicionou
beneficio clinico ao grupo do PRP/osso bovino poroso.

A utilizagdo da técnica de distragdo osteogénica foi
utilizada por Robiony et al., em 2002, na avaliagao de um novo
método de restaurar mandibulas severamente atréficas de
cinco pacientes utilizando uma mistura de osso autdgeno
removido de crista iliaca combinado com o concentrado de
PRP durante a distragdo osteogénica. Os autores obtiveram a
altura desejada com uma consideravel regeneracdo Ossea
possibilitando a colocagdo dos implantes no tempo planejado

em todos o0s casos.
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O objetivo  deste trabalho  foi avaliar
histologicamente o efeito do PRP associado ou n&o ao 0sso
autdgeno particulado no reparo de cavidades Osseas de

mandibulas de caes.
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Para o desenvolvimento deste trabalho, foram
utilizados 4 caes sem racga definida, adultos machos do mesmo
porte e peso variando de 10 a 12 Kg, cedidos pelo Setor de
Biotério da Faculdade de Medicina do Campus de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.
Foram mantidos com dieta padrdo a base de racao sélida
(Ragao Ativada Productor, Anderson Clayton S.A.) ad libidum
antes e durante a experimentacdo, exceto no periodo preé-
operatério de 3 dias quando foram administrados leite e racao
moida. Todos os animais foram submetidos a exames clinicos
rotineiros, adotados pela Faculdade de Medicina Veterinaria,
antes dos procedimentos experimentais, incluindo a contagem
de plaquetas para que o0s mesmos tivessem niveis
semelhantes.

Antes de cada ato cirdrgico os animais foram pré
anestesiados com 1 ml de Rompun (Bayer do Brasil S/A), via
intramuscular e, em seguida, anestesiados com Pentobarbital
Sédico através de administragdo endovenosa na concentracdo
de 33 mg/Kg e mantida vendlise permeavel com soro de Ringer
lactato de sddio (Sanobiol). Durante o ato cirdrgico, os animais
foram contidos por seus membros a mesa cirurgica em posi¢ao

de decubito dorso-horizontal (DDH). Como a area de atuacao

* Tionenbutal, Abbott
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foi a mandibula, realizou-se inicialmente tricotomia seguida da
anti-sepsia com solucdo de Polivinilpirolidona-iodo (PVP-I),
campos estéreis e toda paramentacdo necessaria para

manutencdo do campo asséptico.

4.1 TECNICA PARA OBTENGAO DO PRP E PREPARO DO
APG

Foi utilizado o aparelho G.A.C. Medicale — Modelo
P.R.P. que separa o sangue total de acordo com o gradiente de

densidade de seus componentes (Figura 1).

FIGURA 1 | Centrifuga utilizada para separagdo das fases
branca e vermelha do sangue.

Por se tratar de cdes com peso entre 10 a 12 Kg, foi
coletado 20 ml de sangue total autdégeno através de um catéter
venoso periférico. O sangue coletado foi colocado em tubos

para hemograma contendo 3,8% de citrato de sédio (anti-

* Lever Industrial
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coagulante). A seguir realizou-se uma centrifugacdo com uma
velocidade de 1200 rpm por 8 a 10 minutos até a separacao
dos elementos sanguineos em trés camadas, que
permanecerdo distintas de acordo com suas diferencas de
densidade (Figura 2). A camada mais superior, 40 a 45% do
volume, de cor mais clara, representa o fibrinogénio -
considerado plasma pobre em plaquetas (PPP). Na camada
intermediaria de cor mais amarelada (30 a 35%), considerado
um plasma meédio em plaquetas. A camada mais inferior (15 a
20%) e, consequentemente, a mais densa de cor alaranjada
considerado plasma rico em plaquetas (PRP). A pipetagem
realizada de cada fracdo e o total obtido em microlitros foi
dividido por 25 e o resultado obtido indicou a quantidade em
microlitros de cloreto de calcio a 10% a ser adicionado para a

formagao do gel autégeno de PRP. Este gel foi mantido, até o

momento de sua utilizagdo, a uma temperatura de 37°C (Figura
3).

FIGURA 2 | Separagédo dos elementos sangiiineos em FIGURA 3 | Gel autégeno de PRP mantido a uma
trés camadas: superior (cor clara - temperatura de 37°C.

fibrinogénio); intermediaria (cor alaranjada -
PRP) e inferior (cor vermelha — hemacias).
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4.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apos o preparo inicial, foi realizado o ato cirurgico.
Foram observados todos os principios fundamentais de técnica
cirargica. Inicialmente, foi realizado incisao retilinea com lamina
de bisturi numero 15 sobre a base mandibular com
aproximadamente 5 cm de extensdo. Procedeu-se a
hemostasia, disseccao e divulsdo por planos até o periosteo,
expondo dessa forma, a regido a ser trabalhada. Com o campo
cirargico visualmente exposto (Figura 4), iniciou-se a confeccao
das cavidades 6sseas, padronizadas pela utilizagdo de brocas
do tipo trefina de @5mm.” Cada perfuracdo foi realizada sob
abundante irrigacdo com solugao fisioldgica.”

Foram realizadas trés cavidades para cada
hemimandibula (Figura 5), perfazendo um total de 24
cavidades para os 4 animais e preparadas cada um delas a
uma distancia aproximada de 0,5 cm. Os blocos 6sseos obtidos
a partir do preparo dessa cavidade foram triturados em
Jokk

particulador 6sseo.

As cavidades foram divididas em trés grupos:

GRUPO | - Coagulo. Utilizado como grupo controle.
GRUPO Il - Gel de Plasma Rico em Plaquetas (Figura 6).
GRUPO Il - Plasma Rico em Plaquetas associado ao 0sso

autogeno particulado (Figura 7).

*

3i (Implant Innovations Inc.) — Florida/EUA.
** Mesquita, White
*** Neodent Implante Osseointegravel
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FIGURA 4 | Preparo da cavidade logo acima da base
do osso mandibular.

FIGURA 5

Cavidades preparadas uniformemente,
verificando-se a esquerda preenchimento
por coagulo sangiineo (Grupo controle).

FIGURA 6 | Gel autégeno de PRP.

FIGURA 7

Osso autégeno particulado associado ao
gel autégeno de PRP. Consisténcia de
“massa de vidraceiro”.

Concluido o preenchimento das cavidades com

seus respectivos materiais (Figura 8), estas foram recobertas

por uma membrana éssea cortical bovina* (Figura 9). A sutura

das feridas, recobrindo-se as cavidades por planos, foram

realizadas com suturas interrompidas, utilizando-se Poliglactina

910 4.0** para o plano interno e Nylon 5.0** para a por¢éo da

pele (Figura 10).

*

Neodent Implante Osseointegravel
** Polivicryl Ethicon
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FIGURA 8 | Cavidades preenchidas: A — coagulo; B — FIGURA 9 | Recobrimento das trés cavidades com uma
gel autégeno de PRP e C — osso membrana 6ssea cortical bovina.
particulado associado ao gel autégeno de
PRP.

FIGURA 10 | Sutura continua do plano externo com fio de nylon
5.0.

Os animais, no periodo pds-operatério, foram
medicados com Penicilina G Benzatina 600.000 UI* injetavel
intramuscular,  Diclofenaco  Sédico*™  75mg injetavel,
intramuscular, na dosagem de uma ampola a cada 12 horas
por 2 dias, além de Dipirona*** 2cc intramuscular a cada 6
horas por 5 dias. Foram mantidas a alimentacdo pastosa,
hipercalérica e hiperprotéica devido aos procedimentos

realizados na cavidade bucal durante a primeira semana.

*  Baytril - Bayer
** Voltaren — Ciba-Geigy
*** Dipirona - Hoechst
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Os animais foram sacrificados aos 120 dias pos-
operatérios com overdose de KCl a 10% apos anestesia do
animal com pentobarbital a 30 mg/Kg. As pecas de interesse
para os estudos histoldégicos foram removidos da mandibula e
fixadas em solugado aquosa de formaldeido a 10% durante 24
horas, lavadas por mais 24 horas e descalcificadas em solucéo
de EDTA a 20%, por um periodo de 60 dias.

Apods a descalcificagdo, as pecgas receberam cortes
em dois sentidos: 50% do Grupo (2 animais) com cortes
longitudinais e, na mesma proporgao (2 animais), com cortes
transversais.

Cortes semi-seriados com 6 micrometros de
espessura, montando-se a l|amina, sendo corados com

hematoxilina e eosina para avaliagio histologica.
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9 RESULTADO

Para a obtencdo destes resultados, foram

realizados cortes longitudinais e transversais das cavidades

osseas 120 dias apos o ato cirurgico.

5.1 GRUPO CONTROLE

» Corte longitudinal: as cavidades 6sseas encontram-se
praticamente preenchidas por tecido 6sseo refazendo a
cortical 6ssea. Na porgao central da loja cirurgica,
permanece pequena area com tecido conjuntivo sem
diferenciagao 6ssea. Quando comparado ao tecido 6sseo
preexistente, o tecido 6sseo neoformado apresenta ainda,
espacos inter-trabeculares amplos caracterizando tecido
em fase de maturacao (Figuras 11 e 12).

Em alguns espécimes, observa-se que a reparacao
da cavidade 6ssea ocorre de forma centripeta, isto é, das
laterais para o centro. Nestes casos, a por¢cédo central da
loja cirurgica € preenchido por tecido conjuntivo rico em
fibras colagenas. Na regido mais profunda evidencia-se
rede de fibrina sugerindo a ocorréncia de hemorragia e
provavel deslocamento do coagulo sanguineo (Figuras 13
e 14). O tecido O0sseo0 segue 0 mesmo padriao

reparacional em todas as espécimes.
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[ FIGURA 11 | Tecido dsseo pré-existente e tecido 6sseo neoformado. H.E. 25X. Aumento do original. |

FIGURA 12 | Tecido dsseo neoformado (TON) apresentando espacgos inter-trabeculares amplos
caracterizando tecido em fase de maturacdo. H.E. 25X. Aumento do original.
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FIGURA 13 | Porgao central da loja cirurgica preenchido por tecido conjuntivo (TC) e rico em fibras
colagenas. H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 14 | Reparagcdo da cavidade ocorrendo de forma centripeta (das laterais para o centro)
(setas). H.E. 25X. Aumento do original.
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» Corte transversal: nos espécimes que mostram
reparagcao total nos cortes longitudinais, nos cortes
transversais apresentam-se de forma semelhante. A
presencga de tecido conjuntivo na regiao central do corte
observado nos cortes transversais apresentam, na regiao
superficial, imagem da cavidade 6ssea bem delimitada
pelo osso remanescente das paredes desta loja. Esta
parede Ossea € caracterizado por tecido 6sseo maduro,
com espacos intertrabeculares reduzidos com formacgao
concéntrica, mostrando na porgdo central, coagulo
sanguineo remanescente e fibras colagenas (Figura 15).
A medida que os cortes transversais sdo aprofundados, é
possivel observar tecido 6sseo neoformado preenchendo
totalmente a cavidade (Figura 16). Esta ocorréncia sugere
que o reparo ocorre no sentido centripeto e do fundo da
cavidade para a regido mais superficial. Mostra ainda que
no defeito 6sseo persiste a presencga de tecido conjuntivo
rico em fibras colagenas (Figura 17).

No espécime que ocorre a persisténcia do defeito
0sseo mais amplo, o corte transversal detecta uma maior
cavidade ao centro com tecido conjuntivo rico em fibras
colagenas e rede de fibrina (Figura 18). Em maior
aumento, é possivel observar a presenca de osteoblastos

na superficie do tecido 6sseo em formacgao (Figura 19).
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FIGURA 15

Imagem da cavidade éssea bem delimitada pelo osso remanescente (OR), caracterizada
por tecido 6sseo maduro, espacgos inter-trabeculares reduzidos com formagéo
concéntrica. Porgao central mostrando coagulo sangiiineo (CS) remanescente e fibras
colagenas (FC). H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 16

Corte transversal aprofundado observando tecido ésseo neoformado (TON) preenchendo
totalmente a cavidade. H.E. 25X. Aumento do original.
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FIGURA 17 | Defeito dsseo com a presenga de tecido conjuntivo (TC) rico em fibras colagenas.
H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 18 | Corte transversal em defeito 6sseo mais amplo mostrando uma maior cavidade ao centro
com tecido conjuntivo (TC) rico em fibras colagenas e rede de fibrina (RF). H.E. 25X.
Aumento do original.
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FIGURA 19 | Presenga de osteoblastos na superficie do tecido 6sseo em formagdo. H.E.160X.
Aumento do original.

5.2 GRUPO PRP

» Cortes longitudinais: em todos os espécimes observa-
se a presenca de tecido conjuntivo no centro da cavidade
ossea sugerindo defeito dsseo central. O processo de
reparo ocorre ao longo de toda a cavidade das paredes
laterais para a porg¢ao central da loja cirurgica (Figuras 20
a 22). Abaixo do tecido conjuntivo € possivel visualizar
rede de fibrina. A neoformagdo O&éssea na regiao
superficial da cavidade é caracterizada por tecido 6sseo
com presenca de ostedcitos e espagos medulares amplos

denotando osteoatividade (Figura 23).
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FIGURA 20 | Preenchimento do centro da cavidade por tecido conjuntivo (TC) e rede de fibrina (RF) e
formacgéo éssea (ON) nas paredes laterais da cavidade. H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 21 | Visualizagédo de tecido conjuntivo (TC) e rede de fibrina (RF). H.E. 25X. Aumento do
original.
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FIGURA 22 | Neoformacao 6ssea (ON) nas laterais da cavidade e preenchimento central com tecido
conjuntivo (TC) e rede de fibrina (RF). H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 23 | Presenga de ostedcitos (setas) e espacos medulares amplos (EM). H.E. 25X. Aumento
do original.
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» Cortes transversais: os cortes transversais demonstram
a delimitacdo da cavidade 6ssea experimental com tecido
0sseo maduro na periferia e tecido 6sseo neoformado no
interior da loja cirurgica, notadamente as paredes laterais
e em diversas profundidades de cortes (Figuras 24 a 26).
No centro da cavidade, no entanto, visualiza-se a
presenca de tecido conjuntivo sem diferenciacdo 6ssea

em todos os grupos (Figura 27) e nas diversas

profundidades de cortes (Figuras 28 e 29).

FIGURA 24 | Delimitagédo da cavidade 6ssea na periferia (setas) e tecido 6sseo neoformado (TON) no
seu interior com amplos espagos medulares (EM). H.E. 25X. Aumento do original.
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interior com espacos medulares menores que o corte anterior por se tatar de corte mais
profunda. H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 25 | Delimitagcdo da cavidade 6ssea na periferia (setas) e tecido neoformado (TON) no seu

FIGURA 26
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FIGURA 27 | Presenga de tecido conjuntivo (TC) no centro da cavidade e osso neoformado (TON).
H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 28 | Cortes profundos mostrando tecido conjuntivo (TC) no centro da cavidade. H.E. 25X.
Aumento do original.
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FIGURA 29

Tecido conjuntivo (TC) no centro da cavidade em cortes mais profundos.
Aumento do original.

H.E. 25X.

5.3 GRUPO OSSO PARTICULADO COM PRP

» Cortes longitudinais: praticamente em todos os cortes

longitudinais, é possivel observar a cavidade totalmente

preenchida por tecido 6sseo neoformado (Figuras 30 a

32). Somente um espécime mostra tecido conjuntivo em

pequena quantidade se interpondo na area central do

corte (Figura 33). Em um dos espécimes, também é

observado fragmento de osso particulado sendo expulso

da cavidade e envolvido por tecido conjuntivo rico em

fibras colagenas (Figuras 34 e 35).
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FIGURA 30 | Corte longitudinal mostrando o preenchimento da cavidade por tecido neoformado
(TON). H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 31 | Tecido 6sseo neoformado (TON) com a presenca de amplos espagos medulares (EM)
denotando tecido 6sseo em processo de maturagdo. H.E. 25X. Aumento do original.
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FIGURA 32 | Corte longitudinal realizado mais préximo ao centro da cavidade com 0os mesmos
aspectos da Fig. 31. Limite da cavidade (setas). Aumento do original.

FIGURA 33 | Preenchimento parcial da cavidade por tecido conjuntivo (TC) e tecido 6sseo neoformado
(TON) observado somente em um dos espécimes. H.E. 25X. Aumento do original.
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FIGURA 34 | Cavidade preenchida por tecido 6sseo neoformado (TON) mostrando em sua superficie,
fragmento 6sseo sendo expulso da cavidade (setas). H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 35 | Mesmo corte da figura anterior em aumento de 63X, mostrando expulsdo do fragmento
dsseo (seta) e presenca de tecido conjuntivo (TC) na superficie da entrada da cavidade.

Aumento do original.
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O tecido 6sseo neoformado apresenta-se com
espacos medulares amplos e em maior quantidade do
que nos grupos do PRP e controle (Figuras 36 e 37).
Nota-se também fragmentos &sseos incorporados ao
tecido 6sseo com aspecto sugestivo de reabsorg¢ao
parcial, no entanto sem a presenca de osteoclastos
(Figuras 38 e 39).

» Cortes transversais: os cortes transversais confirmam o
que € observado nos cortes longitudinais sendo possivel
detectar os limites nitidos da cavidade reparada e o
tecido conjuntivo, em pequena quantidade, ao centro
(Figuras 40 e 41).

O tecido 6sseo neoformado apresenta-se com
espacos medulares e é possivel observar em alguns
cortes fragmentos do osso particulado com aspecto de
reabsorciao parcial e praticamente em contato com o

tecido 6sseo neoformado (Figuras 42 e 43).
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FIGURA 36 | Tecido 6sseo neoformado (TON) com espagos medulares (EM) no interior da massa
ossea. H.E. 25X. Aumento do original.

FIGURA 37 | Corte longitudinal mostrando os limites da cavidade (setas) entre osso remanescente
(OR) e tecido 6sseo neoformado (ON). H.E. 25X. Aumento do original.
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[ FIGURA 39 | Incorporacdo do osso autégeno particulado. H.E. 63X. Aumento do original.
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FIGURA 40 | Corte transversal mostrando os limites nitidos da cavidade (setas) com a presenca de
uma pequena cavidade com tecido conjuntivo (TC) em seu interior. H.E. 25X. Aumento
do original.

FIGURA 41 | Corte transversal mostrando a presenca de uma cavidade com uma pequena quantidade
de tecido conjuntivo (TC) em seu interior. H.E. 25X. Aumento do original.
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| FIGURA 43 | Incorporagdo do osso autégeno particulado. H.E. 63X. Aumento do original.
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Nos ultimos anos houve uma crescente busca de
solucdes para melhorar a qualidade e a quantidade Osseas
com a finalidade de se instalar implantes que tenham
previsibilidade de sucesso.

Assim os enxertos 0Osseos autdégenos, em bloco
(Carvalho et al.,, 2000) ou particulado (Merkx et al., 1999;
Pallesen et al., 2002), tem sido avaliados histologicamente para
uma melhor compreensao do mecanismo de acgcao e
incorporacao destes enxertos ao leito receptor.

No entanto, apesar da comprovaciao em pesquisa
experimental pelos autores acima citados, uma série de
trabalhos experimentais e clinicos tem demonstrado que a
associacado do plasma rico em plaquetas (P.R.P.) pode auxiliar
ou acelerar o reparo 6sseo (Marx et al.,, 1998) e, segundo
Anitua (1999), por ser autdégeno, nao provocaria reagao
imunoldgica e nem transmissao de enfermidades.

Com este direcionamento, Anitua (1999) indica o
PRP para ser usado em alvéolos pds-exododnticos e Marx et al.
(1998), Marx (1999), Shanaman et al. (2001) e Robiony et al.
(2002) para associar o PRP aos enxertos 6sseos autdégenos
particulado ou em bloco, inclusive para auxiliar no

preenchimento do seio maxilar em associagao a osso autdgeno
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(Rosenberg & Torosian, 2000) e a diversos biomateriais (Kim et
al., 2001; Lozada et al., 2001).

Os autores relatam que qualquer um dos
biomateriais usados em associacdo com o PRP (do osso
autégeno aos materiais heterégenos) apresentam resultados
radiograficos sugestivos de maior densidade radiografica (Kim
et al., 2001); que o tecido 6sseo apresenta-se mais denso e
mais maturo do que quando ndo se utiliza PRP (Marx, 1999;
Marx, 2000; Sonnleitner et al., 2000); como também repara-se
mais rapidamente (Tayapongsak et al., 1994; Sonnleitner et al.,
2000).

A causa principal pela qual o PRP contribui com o
reparo dos enxertos, acelerando o processo e produzindo 0sso
mais denso, prende-se aos fatores de crescimento presentes
nas plaquetas e que, apos sua degranulagao, que acontece em
questdo de horas, libera o PDGF, TGFB, e TGFpB, (Marx et al.,
1998).

Cada um destes fatores atuam em fases distintas
do reparo 6sseo. O PDGF atua nas células endoteliais
enquanto que o TGFB, e TGFB, atuam nos osteoblastos e
células tronco mesenquimais para iniciar a fase de
diferenciacdo das células mesenquimais indiferenciadas a se
transformarem em osteoblastos. Este processo de agdo do
PRP continua por 3 dias aproximadamente (Marx et al., 1998).

O outro mecanismo de agado acontece apds os 3

dias por uma agao quimiotaxica e de agao dos macréfagos que
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vai atuar no espaco morto entre o enxerto e o leito receptor
liberando fatores de crescimento que também vao contribuir
para a reparacao oOssea (Pierce et al., 1992; Mustoe et al.,
1989).

A revascularizagdo do enxerto acontece por volta
das 4 semanas (Knighton et al., 1984) e a efetiva maturacdo do
enxerto vai ocorrer pela acdo da Proteina Ossea Morfogenética
(BMP) que néo esta contida no PRP (Delmas & Malaval, 1993).

Assim, sugere-se que os efeitos bioldégicos narrados
nos trabalhos experimentais e clinicos sejam devido a estes
mecanismos de acgao.

Quando o profissional depara-se com casos clinicos
que apresentam defeitos O6sseos ou mesmo alvéolos pods-
exodbnticos, o melhor material para ser utilizado é o 0sso
autdégeno particulado.

Os resultados encontrados por Merkx et al. (1999)
demonstram que o0s enxertos medulares particulados
revascularizam mais rapidamente do que os corticais, mas
ambos integram-se ao leito receptor. No entanto, segundo
Pallesen et al. (2002), é importante observar que o tamanho da
particula de osso autégeno deve ser de 0,5 a 2 mm® de
volume. Nesta dimensdo, elas s&o reabsorvidas mais
facilmente e ha maior quantidade de osso neoformado.

Quando se associa o PRP ao osso autdgeno
particulado, os resultados, segundo Jensen (1999), Reddi
(1997), Marx (1999), Marx (2000) e Sonnleitner et al. (2000),
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sao melhores quanto a densidade éssea observada clinica e
radiograficamente.

Os resultados obtidos neste trabalho, quando se
utilizou o PRP sozinho no reparo, ndo foram promissores pois,
em todos os grupos, ndo houve neoformacao éssea completa a
semelhanga do grupo controle e nem na qualidade 6ssea do
osso neoformado junto as paredes laterais da cavidade.

Este fato pode ser decorrente da hemorragia ter
expulsado o gel de plaqueta colocado no interior da cavidade e
0 mesmo acontecendo com o grupo controle ja que, os
resultados apresentados por Anitua (1999) evidenciam em
alvéolos humanos, apds 16 semanas, 0sso maduro e compacto
com trabéculas bem organizadas e morfologia normal. Cabe
comentar que em alvéolos humanos saudaveis, provavelmente,
apos este periodo (aproximadamente 112 dias), haveria reparo
semelhante mesmo sem PRP visto que o reparo normal
acontece por volta dos 64 dias (Carvalho & Okamoto, 1987).

Ja no grupo onde foi colocado o PRP associado ao
0sso0 autdgeno particulado, o resultado foi significativamente
melhor do que nos grupos controle e do PRP. Neste grupo,
houve neoformacéo éssea completa em praticamente todos os
espécimes. Deve-se salientar que as condigcdes experimentais
foram as mesmas.

A razdo da permanéncia da associacdo do PRP e
0sso0 autdgeno particulado no interior da cavidade deve-se,

provavelmente, devido a formacdo de um aglutinado mais
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consistente e que a hemorragia nao deslocou. Este dado pode
ser comprovado pela presenca de 0sso particulado incorporado
totalmente ao osso neoformado.

Os resultados deste trabalho confirmaram os
resultados de Pallesen et al. (2002) que afirmaram que as
particulas de osso autdgeno séo reabsorvidas mais facilmente
e, consequentemente, ha maior quantidade de o0sso
neoformado. A caracteristica histolégica contida nas figuras do
capitulo de resultados (grupo osso autdégeno associado ao
PRP) sugere reabsorcdo das particulas ésseas pela perda da
morfologia 6ssea.

Assim, sugere-se que 0 0sso autdgeno associado
ao PRP é viavel de ser utilizado em condi¢des clinicas devido a
somatdria de agado osteoindutiva do osso autdégeno e do PRP
que deve acelerar o reparo conforme as observacgdes clinicas
de Tayapongsak et al. (1994) e Sonnleitner et al. (2000)
estimulando a consolidacdo e mineralizagcao do enxerto. No
entanto, novos trabalhos experimentais deverao ser realizados
para avaliar a qualidade do osso neoformado nos diversos
periodos pos-operatorios com o objetivo de se determinar a

melhor época para se instalar os implantes.
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7 CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais do presente trabalho

foi possivel concluir que:
» PRP colocado isoladamente na cavidade nao promove o

reparo 0SSeo;

» PRP associado ao osso autdégeno particulado promove o

reparo 0sseo completo das cavidades.
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RESUMO

NUNES FILHO, D. P. Efeitos do PRP associado ou ndo ao
0SS0 autogeno particulado no reparo de cavidades 0sseas
em cdes. Aracgatuba, 2003. 129p. Dissertacao (Mestrado)
— Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista.

O objetivo do presente trabalho foi de avaliar
histologicamente o efeito do plasma rico em plaquetas (PRP)
associado ou ndo ao osso autdégeno no reparo de cavidades
o0sseas mandibulares de caes. Para o desenvolvimento do
estudo, foram realizadas 6 (seis) cavidades Osseas Hemi-
mandibulares em 4 (quatro) cdes sem raca definida e sob
anestesia geral. Foram formados 3 grupos: controle
(preenchido por coagulo sanguineo); PRP (preenchido por gel
de PRP) e, PRP associado ao osso autdgeno particulado. Apos
120 dias, os animais foram sacrificados e as pecas incluidas
foram cortadas no sentido longitudinal e transversal e coradas
pelo método da hematoxilina e eosina. Os resultados
mostraram que nas cavidades preenchidas pelo gel de PRP
havia a presenga, em todos os animais, de tecido conjuntivo no

centro da loja enquanto que no grupo da associacao do PRP
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com 0sso autdgeno a cavidade estava totalmente preenchida
por osso neoformado. As particulas de osso autdgeno
remanescentes na cavidade estavam incorporadas ao 0Sso
neoformado ou com aspecto de parcialmente reabsorvidas.
Assim, foi possivel concluir, nas condi¢gbes experimentais deste
trabalho, que o gel de PRP nao promove o reparo da cavidade
enquanto que no grupo da associacdo do PRP com o0sso

autogeno particulado houve reparo completo.

PALAVRAS-CHAVE: Enxerto 0sseo; reparo 0sseo; enxerto

autdlogo.
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NUNES FILHO, D. P. Effect of PRP associated or not to the
particulated autogenous bone in the repair of bone cavities
in dogs. Aracatuba, 2003. 129p. Dissertacédo (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista.

The purpose of the present study was to evaluate
histologically the platelet rich plasma (PRP) associated or not to
the autogenous bone in the mandibular bone cavities repair in
dogs. For the development of the study, 6 mandibular bone
cavities were performed in 4 indefinite race dogs under general
anaesthesia. Three groups were created: control (filled with
blood clot); PRP (filled with PRP gel); and PRP associated to
the particulated autogenous bone. After 120 days, the animals
were killed and the embedded parts were longitudinally and
transverselly sectioned and completed through the hematoxylin
and eosin method.

The results showed that in the cavities filled with
PRP gel the connective tissue could be seen in the middle of
the lodge in all of the animals, while in the group of PRP

associated to autogenous bone the cavity was totally filled with
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new bone. The remnant autogenous bone particles in the cavity
were incorporated to the new bone or suggested being partially
resorbed. Consequently, it was possible to conclude, through
the experimental conditions of this study, that the PRP gel did
not promote the cavity repair while in the group of PRP
associated to particulated autogenous bone the repair was

complete.

KEY-WORDS: Bone transplantation; bone repair;

transplantation, autologous.
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