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Monteiro ASF. Efeito do plasma rico em plaquetas associado ao enxerto
autégeno na tibia de coelhos: estudo histomorfométrico, radiografico e
biomecanico [tese]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2007.

RESUMO

O proposito deste trabalho foi avaliar o efeito do plasma rico em plaquetas
associados ou ndo ao enxerto 6sseo autégeno no processo de reparagdo 6ssea
em defeitos cirdrgicos confeccionados na tibia de coelhos. Nesta pesquisa foram
utilizados 25 coelhos adultos, nos quais foram realizados 2 defeitos em cada
tibia, divididos nos seguintes grupos de acordo com o tratamento: controle (C -
defeito preenchido somente por coagulo sanguineo), autdégeno (A - defeito +
enxerto), PRP (PRP = defeito + PRP) e autégeno + PRP (PRPA - defeito +
enxerto + PRP). Todos os defeitos foram recobertos com uma barreira de PTFE
e decorridos 15, 30 e 60 dias, 5 animais foram sacrificados por periodo, sendo
as pecas contendo os defeitos processadas para analises histologica e
histomorfomeétrica. Outros 5 animais foram sacrificados aos 30 e 60 dias e
submetidos a analise das propriedades biomecanicas e todos os espécimes
foram submetidos ao exame radiografico para andlise da densidade Optica. Os
resultados biomecanicos, radiograficos e histomorfométricos mostraram maior
resisténcia, densidade Optica e maior formagdo 6ssea nos grupos A e PRPA
gquando comparados com o0s grupos C e PRP. Os resultados obtidos
possibilitaram concluir que ndo houve uma melhora nos parametros radiogréficos,
mecanicos e na neoformacdo 6ssea quando o PRP foi usado isoladamente ou
associado ao enxerto ésseo autégeno.

PALAVRAS-CHAVE: Plasma rico em plaguetas, regeneracdo 0ssea, enxerto
0sseo, membranas, politetrafluoretileno.



1 INTRODUCAO

Técnicas cirdrgicas reconstrutivas sdo pré-requisitos
essenciais para a reabilitacdo funcional e estética, especialmente na
correcao de perda 6ssea decorrente de traumatismos, lesdes cisticas,
infeccdo, neoplasias ou reabsorgbes no processo alveolar dos 0ssos
maxilares. Enxertos de o0sso autégeno de fonte intra ou extra-oral,
considerados como padréo ouro, sdo utilizados para regenerar defeitos
0sseos na regido craniofacial. Pesquisas buscam melhorar quantitativa e
gualitativamente o resultado dos enxertos 6sseos e a regeneracdo 6ssea
guiada (ROG) é uma descoberta benéfica nesse aspecto®>***,

O processo de reparacdo de tais enxertos depende de
varios fatores, como a qualidade do tecido doador, vascularizacao da area
receptora, imobilizacdo do enxerto e eficiéncia dos mecanismos de
reparo. Este ultimo, por ser um processo natural, independe da técnica
cirargica ou das condi¢des cirurgicas locais sendo inteiramente depende
do paciente®®4!,

Recentemente, a atencdo tem sido voltada para a
possibilidade de aplicagcdo de fatores de crescimento que regulam uma
série de eventos celulares como a quimiotaxia, mitogénese e
diferenciacdo, para aumentar e acelerar a regeneracdo 0ssea, além de
proporcionar maior densidade do novo tecido formado. Muitos desses
fatores, produzidos por diversas células como os fibroblastos,
osteoblastos, condroblastos e outras de natureza mesenquimal, foram
identificados, isolados e testados quanto a sua capacidade de iniciar o

crescimento 6sseo?®’.
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As plaquetas contém alguns desses fatores de
crescimento e sdo também ricas em moléculas de adesdo celular’.
Valendo-se dessas informacdes, a estratégia seria aplicar o plasma rico
em plaquetas (PRP) nos locais de enxerto, sugerido por aumentar a
deposicdo Ossea e a qualidade do osso regenerado, dando inicio ao
processo sequencial de proliferagcdo, migracdo e diferenciacao celular,
seguido pela deposicdo de ostebdide e posterior mineralizacdo da
matri23'18'37'38'49'53.

Na osteointegracdo de implantes enddsseos, a migracao
e diferenciacdo celular e a formacao e remodelacdo 6ssea ao longo de
sua superficie € dependente de plaquetas e do coagulo sanguineo. Dessa
maneira, o0 PRP pode ser usado para aumentar a osteointegracdo em
pacientes nos quais esse processo pode ser menos previsivel, como em
idosos e individuos com osteoporose, diabetes ou outras situacdes nas
guais a regeneracao 0ssea possa estar comprometida e em 0SS0 menos
denso, como na maxila posterior>**.

A razao para utilizar o PRP em levantamento de seio
maxilar, local com baixa tensdo de oxigénio, inclui vascularizacédo
acelerada do enxerto, melhora do reparo do tecido mole, menor morbidez
pos-operatoria e regeneracdo 0ssea aumentada, além de apresentar a
vantagem de ser um produto autdgeno, sem, portanto, risco de reagao
cruzada ou imune e transmissdo de doenca. O uso do PRP melhora a
manipulagdo do material de enxerto particulado e sua inser¢gdo na
cavidade cirargica, possibilitando a colocacdo de um enxerto mais denso,
sendo eficaz na manutencdo do espaco e consequente regeneragao
6ssea*®?.

Apesar da evidéncia cientifica existente que as plagquetas
e o PRP atuam na primeira fase bioquimica e precoce da regeneracao
0ssea, ndo h&a ainda um consenso sobre os beneficios do seu uso

associados aos enxertos quando se pretende o aumento 6sseo. Isso tem
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gerado opinides contraditorias sobre o assunto, justificando a realizacao

desse estudo para procurar trazer subsidios na avaliacdo de sua eficacia.



2 REVISAO DA LITERATURA

A biologia e fisiologia de individuos jovens e mais velhos
sao distintas, de forma que estruturas capazes de regenerar naturalmente
em pacientes jovens ndo regeneram em adultos. A reproducdo de
processos bioldgicos béasicos, ou biomimética, tem sido usada para a
regeneracdo de tecidos esqueléticos funcionais e € referida como
engenharia tecidual®. As células, com meia-vida finita, sdo substituidas
por outras recém-diferenciadas, formando a base da remodelacéo
tecidual, dessa forma, cada tecido tem suas proéprias células progenitoras
gue dao origem aquelas diferenciadas em uma sucessao controlada. A
regeneracdo e a reparacdo dos tecidos mesenquimais S80 processos
fundamentalmente diferentes, sendo a regeneracdo0 um processo
relativamente lento que restabelece a dinamica da renovacdo e, em
contraste, a reparacdo € rapida e envolve inicialmente uma resposta
inflamatodria aguda para prover o preenchimento rapido com tecido fibroso.
Posteriormente, processos de renovacdo mais lentos tentam remodelar
seus limites naturais. A partir de uma sequéncia répida de reparo um
tecido cicatricial ndo-integrado é formado e freqiientemente torna-se o
local do fracasso futuro sob uma carga mecanica total®.

Caplan e Goldberg® sugeriram que o material ideal para a
regeneracao consiste de células e/ou agentes bioativos e de um veiculo
de liberagdo preenchedor de espaco. Estes devem inibir a reparagao
natural, prover espaco para o tecido diferenciado recém-sintetizado,
estimular e ser condutivo para a neoformacgéo tecidual, provendo uma
estrutura porosa e absorvivel e, finalmente, o arcabouco tem que facilitar

a integracao completa dos tecidos.
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Embora a seqUéncia de eventos embrionarios possa
servir como um guia conceitual para a bioengenharia, € dificil esperar que
todas as moléculas sinalizadoras presentes no embrido também estejam
no adulto. O conhecimento do papel das células, sua interacdo com a
matriz circunvizinha e veiculos de liberacdo, o efeito de moléculas
bioativas e a influéncia do ambiente mecanico guiando estes mecanismos
proverdo modelos para construir estratégias biolégicas para regenerar um
tecido funcional®.

Em uma revisdo sobre o papel das células mesenquimais
indiferenciadas (MSC) no desenvolvimento, reparacdo e regeneracao
6ssea, Bruder et al.” relataram que a formacdo éssea no embrido, e
durante a reparacdo e remodelacdo em adultos, envolve a progénie
dessas células que se reproduzem continuamente, enquanto uma porc¢ao
€ comprometida a linhagens mesenquimais como do osso, cartilagem,
tendao, ligamento e masculo. A diferenciacdo das MSC, dentro de cada
linhagem, € um caminho complexo multifasico, envolvendo transicdes
discretas, muitas ocorrendo durante a hematopoiese. A progressao de
uma fase para a proxima depende da presenca de fatores bioativos
especificos e condicbes ambientais, cujas contribuicbes perfeitamente
controladas coordenam o fen6meno inteiro de diferenciacdo. O
isolamento e a expansdo mitética in vitro de MSC humanas autdgenas
apoiaram o desenvolvimento de protocolos modernos para o tratamento
de muitas condi¢bes clinicamente desafiadoras, levando os autores a
concluir que opcdes terapéuticas que nao estavam disponiveis
anteriormente possam ser exploradas.

Citocinas produtoras de mudancas fenotipicas celulares
descobertas na Ultima década séo principalmente de 2 tipos, como
descrito por Boyne® mitogénicos e morfogénicos, com algumas
apresentando uma capacidade para produzir ambas as atividades. De
acordo com este estudo, as citocinas mitogénicas, como o fator de

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), tém aplicacdo limitada para
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proliferacdo osteoblastica na regeneracdo Ossea. Porém, € (til na
reparacdo de tecido mole e também pode ser usada juntamente com
algumas das proteinas morfogenéticas Osseas (BMP), porque uma
combinacdo de mitogénicos e morfogénicos pode ser efetiva de uma
maneira sinérgica, aumentando a mitose das MSC locais e o
recrutamento dessas nas areas marginais da ferida. Uma vez recrutadas,
elas podem ser fenotipicamente transformadas em osteoblastos para
iniciar o processo de formagdo da matriz 6ssea.

Classificados de acordo com a fonte e resposta imune 0s
enxertos podem ser autdégenos quando o doador é o proprio individuo,
alégeno se retirado de outro individuo, porém, da mesma espécie,
xendégeno quando de outra espécie e aloplastico se € um material
sintético®®. Enxertos e substitutos 6sseos foram revisados por Perry®
ressaltando ainda que o objetivo do manejo de fraturas e defeitos ésseos
segmentares é o retorno da funcao tdo rapido e completamente quanto
possivel, e que técnicas e estratégias de manipulacdo estéao
constantemente evoluindo para alcancar esta meta.

Revisando sobre técnicas e materiais para ROG na
reabilitacéo oral com a utilizacdo de implantes osteointegrados, Hammerle
e Jung® descreveram o conceito da ROG, fundamentado na descoberta
que as células colonizadoras iniciais de um dado espago determinam o
tipo de tecido que ir4 regenera-lo. A colocacgdo de barreiras fisicas exclui
as células indesejadas e forma um espaco no qual é permitida a migracéo
celular pretendida na area da ferida. Os autores chamaram a atencao que
muitos desenvolvimentos na medicina tém sido baseados no melhor
entendimento das doencgas em niveis celular e molecular, com objetivo de
propor técnicas mais efetivas que promovessem a habilidade natural do
corpo para regenerar o tecido perdido. Destacaram a investigacdo de
polipeptideos e proteinas naturais com o0 avanco de tecnologias para
isolar, sequenciar e produzir essas moléculas, citando ainda estudos

experimentais e clinicos que tém esclarecido os mecanismos biologicos
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de varios fatores de crescimento e diferenciacdo na regeneracdo de
diferentes tecidos. O uso da associacdo carreador-fatores bioativos foi
ressaltado como a chave para a reparacao de defeitos 6sseos maiores,
tratados freqiientemente com enxertos autdgenos e membranas, 0 que
resultaria em morbidade e risco cirdrgico menores, representando um
passo importante na simplificacdo de técnicas de regeneracdo 6ssea.

Estudos iniciais e experimentos mais recentes utilizando a
técnica de ROG, citados por Monteiro* e Macedo et al.3*3*3°
descreveram a neoformacdo 6ssea com o uso de diferentes tipos de
barreiras fisicas, com a finalidade de excluir os tecidos moles n&o-
osteogénicos, criar e manter um espaco apropriado onde o potencial
biol6égico natural possa ser expandido para auxiliar a regeneragdo. De
acordo com os resultados, os autores concluiram que o periésteo ndo é
necessario para a formacdo dssea na ROG e confirmaram a
biocompatibilidade da barreira fisica ndo-porosa de politetrafluoretileno
(PTFE).

Avaliando a importancia da permeabilidade da membrana
para permitir a passagem de fluidos e nutrientes, criando um ambiente

1.3 utilizaram barreira n&o-

favoravel para a osteogénese, Macedo et a
porosa de PTFE e mostraram que este ndo é um pré-requisito para a
neoformacdo éssea. A barreira foi capaz de manter espaco adequado e
resistir & pressdo dos tecidos adjacentes. Macedo et al.** discutiram a
possibilidade da exposicdo desse material ao meio externo sem prejudicar
sua agéo na ROG, por nao apresentar porosidade, diminuindo a adeséao e
retencdo bacteriana e consequente infecgéo local.

Dentre os métodos e substancias para favorecer a

osteogénese, Marx*"3®

utilizou o PRP, obtido por um processo de
centrifugacdo diferencial através de gradiente de densidade para a
separacao do plasma das células vermelhas do sangue. Desse modo, 0

PRP vem a ser uma concentracdo autdgena de plaquetas humanas em
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um pequeno volume de plasma, sendo, portanto uma concentracao dos
fatores de crescimento secretados de plaquetas.

As plaquetas sao células pequenas, cujo diametro varia
de 2 a 4 um e espessura menor que 1 um, com referéncia normal no
sangue periférico de 130 a 400 mil/mm?, resultado da fragmentac&o do
megacariécito da medula. Sdo anucleadas e tém citoplasma complexo,
cujas organelas sdo indispensaveis para suas funcdes. A superficie
plaguetaria tem limites externos mal definidos e €& muito rica em
mucopolissacarideos, material glicoprotéico e fosfolipideos, substancias
essenciais nas funcdes de adesividade e agregabilidade plaquetérias.
Exibem ainda granulos-a e B, sendo os granulos-a responsaveis pela
liberacdo de PDGF, fator de crescimento transformador 31 e 2 (TGF-B1
e TGF-B2), entre outras substancias**°.

Embora tenha sido descrito inicialmente nos granulos-a
de plaquetas, o PDGF também é sintetizado e segregado por outras
células, como macréfagos e células endoteliais. Parece ser o primeiro
fator de crescimento presente na reparacdo e inicia o reparo de tecido
conjuntivo, inclusive regeneracdo e reparacdo Ossea. As atividades
especificas mais importantes do PDGF incluem mitogénese (aumento nas
populacdes celulares reparadoras), angiogénese (mitose de células
endoteliais em capilares funcionais) e ativacdo macrofagica
(debridamento local e uma segunda fonte de fatores de crescimento para
o reparo continuado e regeneracdo 6ssea).

Como PDGF, o TGF-B1 e TGF-B2 séo sintetizados e
encontrados em plaquetas e macrofagos, como também em alguns outros
tipos de células. Quando liberados através da degranulacdo de plaquetas
ou ativamente secretada por macrofagos, tém acdo paracrina, agindo
principalmente sobre fibroblastos, MSC e pré-osteoblastos. Porém, cada
uma destas células alvo tem a habilidade para sintetizar e segregar suas
préprias proteinas TGF-B para agir em células adjacentes em um modo

paracrino ou agindo em si mesmo como um fator de crescimento
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autécrino. Suas fungBes mais importantes descritas sdo a quimiotaxia e a
mitogénese de precursores de osteoblastos e eles também tém a
habilidade para estimular a deposicdo da matriz de colageno por
osteoblastos da ferida e do osso. Além disso, os TGF-B inibem a
formacdo de osteoclastos e reabsorcédo 0ssea, favorecendo a formacgéao
6ssea através desses 2 mecanismos®®.

Outra citocina encontrada nos granulos-a das plaquetas &
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) com efeitos limitados as
células endoteliais, estimulacdo da sintese da lamina basal e o
recrutamento de pericitos para suportar o desenvolvimento de novos
vasos sanguineos. O fator de crescimento epitelial (EGF) age sobre as
células basais da pele e mucosas, induzindo sua multiplicacdo e migracéo
sobre uma superficie biologica e estimulando tais células na elaboracdo
de componentes especificos da membrana basal®’.

O PRP contém também fibrina, fibronectina e vitronectina
gue agem como moléculas de adesdo celular para a osteoconducéo e
como matriz para 0 0sso, tecido conjuntivo e migracdo epitelial. A
secrecdo dos fatores de crescimento € iniciada pelo processo de
coagulacdo e mais de 95% deles sdo secretados em 1 ou 2 horas. No
estado anti-coagulado, foi mostrada a viabilidade do PRP por até 8 horas.
Como a maioria dos fatores de crescimento, os contidos no interior dos
granulos-a das plaquetas sdo biologicamente inativos. A ativacdo do
processo de coagulagcdo esta associada com uma mudanca estrutural na
membrana das plaguetas e resulta em secrecdo ativa dos fatores de
crescimento a partir dos granulos-a®'.

Foi delineado que MSC, osteoblastos, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais expressam receptores de membrana celular aos
fatores de crescimento no PRP. Esses receptores trans-membrana por
sua vez induzem a ativacdo de uma proteina sinalizadora enddgena, a
gual causa a expressao de uma sequéncia genética normal da célula

como proliferacdo celular, formacdo de matriz, producdo de osteodide,
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sintese de colageno, entre outros. Apos a liberacéo inicial de fatores de
crescimento relacionados ao PRP, as plaquetas sintetizam e secretam
fatores de crescimento adicionais pelos 7 a 10 dias remanescentes de seu
periodo de vida. Uma vez as plaquetas esgotadas, os macrofagos, que
chegaram a regiéo pelo crescimento vascular estimulado pelas plaquetas,
assumem a funcdo de regulacdo da reparacédo tecidual segregando
alguns dos mesmos fatores de crescimento assim como outros. Entéo, o
namero de plaquetas no sangue coagulado determina a taxa de
reparacéo da ferida®’.

Marx®’ citou ainda trabalhos que sugeriram que o valor
do PRP esta relacionado principalmente a melhora de reparagdo do
tecido mole devido a auséncia de BMP nas plaquetas. Porém, todo
processo de osteoconducgédo e reparacdo de enxerto e substitutos 6sseos
surgem de MSC e sua linhagem, que se diferenciam em osteoblastos,
todos sendo relatados a responder ao PRP.

Sanchez et al.*® afirmaram que embora a ROG seja um
método cirargico empregado na implantodontia para aumentar a
guantidade e qualidade Ossea em éareas de defeitos alveolares
localizados, a falta de previsibilidade em procedimentos regenerativos
utilizando varios materiais de enxerto sugeriram que a melhora nas
propriedades osteoindutivas destes materiais seria altamente desejavel e
gue o PRP poderia liberar fatores de crescimento em altas concentracdes
nesses locais, que sinalizariam as MSC para migrar, dividir, e aumentar a
sintese de colageno e de matriz extracelular. Descreveram que somente 6
estudos em humanos utilizando PRP foram encontrados na literatura de
implante enddsseo, e 5 eram relatos de caso. Assim, concluiram que ha
uma falta de embasamento cientifico para apoiar o uso de PRP em
combinagcdo com enxertos 0sseos e que esta nova técnica potencialmente
promissora requer estudos controlados e bem projetados para fornecer

evidéncia de seu efeito.



30

A efichcia do PRP ap6s a utilizacdo de diferentes
materiais de enxerto 6sseo foi avaliada por Grageda'®, revisando
metodologias, estudos experimentais e clinicos. O autor sugeriu um
protocolo de pesquisa que consiste em testes laboratoriais para a
guantificacdo de plaquetas no sangue e nos plasmas rico e pobre em
plaguetas (PRP e PPP) e de fatores de crescimento; analise
histomorfométrica dos espécimes; necessidade de um controle
contralateral e a correlacdo da analise histomorfométrica e o nimero de
plaquetas e de fatores de crescimento. De acordo com os resultados
conflitantes da literatura sobre PRP, o autor concluiu que existe uma
necessidade urgente por pesquisas padronizadas para aplicagdo clinica
de uma odontologia baseada em evidéncia e acredita que sem a
normatizacdo dos protocolos, ndo sera possivel determinar se o PRP € de
fato um acelerador da reparacéo 6ssea.

O uso terapéutico do PRP na estimulacdo e aceleracao
da reparacdo de tecidos mole e dsseo foi destacado por Anitua et al.?,
sendo a liberagéo local e continua de uma gama extensiva de fatores de
crescimento e proteinas a base da eficiéncia deste processo, imitando o
processo fisiologico de reparacéo tecidual. A aplicacdo do PRP tem sido
estendida a muitas areas, incluindo ortopedia, medicina esportiva e
odontologia, porém alguns obstaculos e desafios ainda precisam ser
superados para manter o progresso neste campo.

O objetivo do tratamento periodontal de proteger e manter
a denticdo natural do paciente e, mais especificamente, ap0s cirurgia
regenerativa, de alcancar a regeneracdo da unidade periodontal foi
ressaltado por Tozum e Demiralp®’ que ainda descreveram a utilizacdo do
PRP como um veiculo de armazenamento para fatores de crescimento,
delineando seus efeitos especificos in vitro e in vivo. Concluiram que
embora os fatores de crescimento e os mecanismos envolvidos ainda
estejam pobremente entendidos, a facilidade de aplicacdo do PRP na

clinica odontolégica e seus resultados benéficos, inclusive reducédo de



31

sangramento e reparacao rapida, ddo suporte a procedimentos adicionais.
Além do mais, este produto autdégeno elimina a preocupacdo de reacdes
imunogénicas e transmissdo de doencas, porém, ressaltaram que mais
estudos sao necessarios para prover evidéncia sélida do papel do PRP na
reparacao tecidual, reconstrucéo de tecidos mole e 6sseo combinados ou
nao com enxertos.

Man et al.®

avaliaram a efetividade do PRP para a
hemostasia nos retalhos cirargicos em pacientes submetidos a cirurgia
estética. PPP e PRP foram preparados durante o procedimento a partir
do sangue combinado com uma solucdo de trombina e cloreto de calcio
para produzir uma cola de fibrina e um gel de plaquetas, respectivamente.
Os autores concluiram que as vantagens do PRP, como diminui¢do da
hemorragia, reparacao acelerada da ferida, facilidade de uso, custo
moderado e seguranca do paciente, deveriam estimular o interesse de
cirurgides e ajudar a difundir esta técnica para ser aplicada em varios
procedimentos cirdrgicos plasticos.

Apesar da disponibilidade clinica e do uso indiscriminado,
a efetividade terapéutica do PRP ainda ndo esta comprovada e a maioria
das informacdes traz resultados conflitantes. Para caracterizar o conteudo

do PRP, Eppley et al.*°

guantificaram o numero de plaquetas e fatores de
crescimento liberados de preparados de sangue retirados de 10 pacientes
saudaveis que se submeteriam a cirurgia estética. Resultados desse
estudo mostraram que as plaquetas podem ser isoladas e concentradas
em até 8 vezes sem que ocorra ativacdo antes do desejado e a
concentragcdo de fatores de crescimento também aumentou em
decorréncia do maior numero de plaquetas, porém, variou entre
pacientes.

A correlacao entre os niveis de fatores de crescimento e a
contagem de plaquetas, idade e sexo do paciente foi realizada por
Weibrich et al.®* apés isolar o PRP através da separacdo celular

descontinua. Os resultados mostraram que a contagem de plaquetas foi 5
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vezes maior comparado ao sangue doador; que a quantidade de fator de
crescimento ndo foi bem correlacionada com a de plaquetas e que nao
houve influéncia do sexo ou idade. Os autores concluiram que as
condi¢Bes que influenciaram a variacéo significativa no contetdo de fator
de crescimento ainda s&o merecedoras de investigacdo adicional e
ressaltaram a necessidade de uma técnica simplificada pela qual a
guantidade de fator de crescimento pudesse ser avaliada no PRP.

Além da separacdo celular descontinua, 2 métodos para
preparacdo de PRP foram avaliados por Weibrich e Kleis® pela contagem
de plaquetas e dos niveis de fatores de crescimento apés a retirada de
sangue de 47 doadores saudaveis. Para cada doador, os métodos de
PCCS (3i Implant Innovations, Palm Beach Gardens, FL, USA) e de
Curasan (Curasan, Kleinostheim, Germany) foram utilizados. Os autores
concluiram que o PCCS representa um método de preparacdo mais
rapido, manipulacdo mais facil e também mais eficiente para
concentracdo de fatores de crescimento resultando em contagens
significantemente maiores comparados ao Curasan.

Para esclarecer a inconsisténcia de resultados
contraditorios obtidos apds a combinacdo de PRP e enxerto 0sseo
autégeno no aumento da taxa de osteogénese e na qualidade de
formacdo 6ssea, Choi et al.” examinaram a influéncia das concentragées
de PRP na viabilidade e proliferacao celular in vitro. Culturas de células
O0sseas obtidas de fragmentos de alvéolos expostas ao PRP mostraram
uma inibicdo por altas concentragdes e estimulagdo em mais baixas,
concluindo que tais variagdes poderiam influenciar a formacéo éssea.

A comparacao de 2 métodos de preparo do gel de PRP e
seus niveis de fator de crescimento utilizando o agente de geleificagdo
ITA (Natrex Technologies Inc, Greenville, NC) ou a adicdo de trombina e

1.3, Os resultados

cloreto de calcio foi realizada por Landesberg et a
mostraram que ambos 0s métodos de preparacdo formaram o gel de PRP

em menos de 30 minutos e seus niveis de PDGF e TGF-p foram
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semelhantes, levando os autores a concluir que o uso do agente de
geleificacdo é equivalente ao do cloreto de calcio e trombina, sem a
necessidade de equipamento especial, nem o risco de coagulopatias.

Os efeitos do calcio e da trombina na liberagédo de fatores
de crescimento do PRP, e o seu potencial mitogénico osteoblastico e
endotelial in vitro foram avaliados por Frechette et al.'®>. Testes indicaram
variacdes nas concentracfes de fatores de crescimento e que o célcio e a
trombina regularam sua liberacdo, sintese e/ou degradacdo em padrdes
estereotipicos. Grandes divisdes de células osteoblasticas e endoteliais
foram promovidas pelo PRP, apoiando o conceito do seu beneficio na
reparacao tecidual.

Landesberg et al.?

compararam o uso do TRAP (thrombin
receptor agonist peptide-6) e trombina bovina como agentes de
geleificacdo na preparacéo do PRP. O tempo de coagulacao e a retracdo
do coagulo in vitro foram mensurados em funcdo da concentracdo de
TRAP e a liberacdo de fatores de crescimento relacionados ao PRP em
funcdo de sua preparacdo também foi determinada. De acordo com os
resultados, os autores observaram uma polimerizacdo mais rapida com a
adicdo de trombina que, entretanto, causou uma consideravel retracao do
coagulo (43%), enquanto o TRAP isolado resultou em apenas 15% de
retracdo. Concluiram que o uso de TRAP para ativar a formacao do
coagulo pode ser uma alternativa segura a trombina bovina, apresentando
um bom tempo de trabalho e significativamente menos retracdo de
coagulo que os métodos atualmente disponiveis de producgéo do PRP.

Em estudo recente, Weibrich et al.®?

compararam 0s
niveis de fator de crescimento no PRP preparado pelo banco de sangue
(BB) que usa o método de separacgdo celular descontinuo ou pelo método
denominado buffy coat (Curasan). Este estudo observou que nem a
contagem de plaguetas no sangue inteiro nem no PRP é (til para predizer
os niveis finais de fator de crescimento em qualquer preparacdo de PRP.

Concluiram que as proporcfes diferentes de fatores de crescimento
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corresponderam a diferencas nas proporcdes celulares nas preparacées
de PRP analisadas, sugerindo que haja fontes principais diferentes destes
fatores de crescimento no PRP, por exemplo, plaquetas, leucécitos e
plasma.

Jahn et al.® avaliaram um protocolo de dupla
centrifugacéo, realizando contagem de plaquetas de amostras de sangue
de 33 individuos, de ambos os sexos, de 22 a 80 anos de idade. Na
primeira centrifugacéo utilizou 200 g por 10 minutos e na segunda, 200 g
por 10 ou 15 minutos em centrifuga (CELM mod. SIN 1200). Os
resultados mostraram que a técnica de dupla centrifugagéo foi eficiente
para a separagcao de plaquetas no plasma, levando a uma concentracao
média de 370,2% no terco inferior do tubo, apds a segunda centrifugagéo
por 15 minutos.

Para estabelecer um método barato e eficiente de
preparacéo do PRP para utilizacdo em cirurgia plastica Vendramin et al.*®
realizaram 20 testes nos quais variaram a forca e o tempo de
centrifugacdo para determinar qual deles proporcionava maior
concentracdo plaquetaria e mais 10 outros testes para comprovar a sua
reprodutibilidade. A utilizacdo de uma forca de centrifugacdo de 300 g por
10 minutos na primeira centrifugacdo e de 640 g por 10 minutos na
segunda centrifugacdo obtiveram as maiores concentracdes de plaquetas,
4,5 vezes superiores a concentracdo na amostra, mostrando que o0s
testes foram reprodutiveis. Uma alta concentracdo plaquetéaria pode ser
obtida por este protocolo com a formacédo de gel sendo possivel pelo uso
de trombina autéloga, o que tem facilitado sua aplicacdo em cirurgia
plastica, com bons resultados na cicatrizacdo de feridas e na integragdo
de enxertos 0sseos e cutaneos.

Em um trabalho clinico para tratamento de extensas

1.3 utilizaram o PRP

perdas O0sseas decorrentes de neoplasias, Marx et a
obtendo uma concentracdo de plaguetas de 338% e identificaram o PDGF

e o TGF-B no seu interior. A avaliacdo de anticorpo monoclonal de
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enxertos de medula Ossea mostrou células que eram capazes de
responder aos fatores de crescimento, pela ligacdo aos receptores da
membrana celular. As quantias adicionais destes fatores de crescimento
obtidas acrescentando PRP a enxertos comprovaram uma taxa de
maturacao radiogréafica de 1,62 a 2,16 vezes comparadas a enxertos sem
PRP Os resultados histomorfométricos mostraram que houve maior
densidade 6ssea nos enxertos quando o PRP foi adicionado ao contrario
daqueles sem PRP.

O efeito do PRP sobre o enxerto de osso autdgeno foi

1.*® em defeitos bilaterais de 2 cm x 1 cm na borda

avaliado por Gerard et a
inferior da mandibula de cades. Osso fragmentado cortico-medular do
iliaco foi utilizado para preencher ambos os defeitos, porém, o do lado
direito recebeu também PRP. A andlise radiografica indicou que em um e
2 meses 0s enxertos sem PRP eram mais densos, e a 3 e 6 meses nao
havia nenhuma diferenca. Histomorfometricamente, em um e 2 meses
havia menos 0sso enxertado e mais 0sso 3 e 6 meses. Concluiram que o
PRP pareceu aumentar o reparo inicial em enxertos autdégenos,
entretanto, depois de 2 meses este efeito ndo foi mais significante.

Utilizando o mesmo modelo experimental Gerard et al.*’
realizaram uma analise em nivel celular para determinar o nimero de
osteoblastos e osteoclastos presentes nos grupos tratados com e sem
PRP. Os autores concluiram que o nimero aumentado dessas células
nos locais enxertados devido a adicdo do PRP estava limitado aos
periodos iniciais, e que os enxertos 6sseos autégenos sem PRP tinham
nameros semelhantes de células Osseas ativas apds um més nesse
modelo animal.

Avaliando o PRP combinado com osso bovino inorganico
Aghaloo et al.? realizaram 4 defeitos cranianos em coelhos e enxertaram
com 0sso autdgeno, xendgeno, xendégeno com PRP e um controle sem
enxerto. Apos 1, 2 e 4 meses 5 animais foram sacrificados por periodo.

Com base nos resultados radiogréaficos, concluiram que apesar de maior
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densidade Ossea ter sido observada nos defeitos enxertados comparados
ao controle, o significado clinico é dificil determinar, desde que todos os
materiais pareceram densos na radiografia. De acordo com a
histomorfometria, o enxerto autdgeno mostrou um aumento 0sseo
substancialmente maior comparado com outros materiais de enxerto ou
ao grupo controle.

Para estudar os efeitos dos fatores de crescimento
liberados de plaquetas (PRGF) e do colageno tipo | na reparagédo 0ssea,

Fuerst et al.®®

realizaram defeitos nas mandibulas de miniporcos e
preencheram com colageno+PRGF ou somente com coldgeno, enquanto
defeitos controle foram deixados sem tratamento. Os resultados
mostraram maior formacéo 6ssea no grupo colageno e que as diferencas
entre os grupos colageno e colageno+PRGF, e entre o colageno e os
controles foram estatisticamente significantes. Na analise histologica,
defeitos preenchidos com coldgeno+PRGF mostraram reacdes
inflamatérias até 4 semanas e a neoformacdo Ossea perto dos
remanescentes do colageno foi reduzida. Os dados sugeriram que 0
grupo colageno pode auxiliar as fases iniciais da reparacdo do 0SSO
cortical.

Fundamentado no conhecimento da invasao vascular
prematura ser um fator chave na incorporacdo de o0sso alégeno,
reduzindo as complicacfes relacionadas a integracdo 6ssea mais lenta e
incompleta, e que as MSC associadas ao PRP s&o potentes indutores

1.3 avaliaram se

angiogénicos, capazes de liberar VEGF, Lucarelli et a
esta combinacgdo poderia aumentar a integracdo alégena em ovelhas. Um
defeito tamanho critico foi realizado na por¢do mediana da diafise do osso
metatarsal, sendo preenchido, no grupo experimental, por enxerto
alogeno mais MSC, PRP e colageno (6 animais) e no grupo controle
apenas por enxerto alégeno (4 animais). As analises foram feitas
mediante radiografia, teste mecanico e histomorfometria, mostrando

neoformacédo éssea significativa no grupo experimental, relacionada com



37

melhor invasao vascular e remodelacdo do enxerto. Concluiram que estes
resultados confirmaram o papel fundamental desempenhado pelas MSC e
PRP na reparacdo 0ssea e que estudos adicionais sd0 necessarios para
melhor definir o papel que essas células desempenham quando utilizadas
isoladamente.

Com o objetivo de avaliar o efeito de PRP associado a um
material osteocondutivo na regeneracdo O6ssea, Plachokova et al.*®
realizaram defeitos no cranio de ratos, os quais foram preenchidos com
particulas de HA/B-TCP (hidroxiapatita / fosfato tricalcico-f3), particulas de
HA/B-TCP combinadas com PRP liquido, particulas de HA/B-TCP
combinadas com gel de PRP, enquanto alguns defeitos foram deixados
sem tratamento, servindo como controle. Depois de 4 semanas de
implantacdo, analises histoldgica, histomorfométrica e de tomografia
micro-computadorizadas néo revelaram diferencas na neoformacao 6ssea
entre 0s grupos. Além do mais, nenhum efeito adicional do gel de PRP
comparado com liquido de PRP foi descoberto, com excecdo da
capacidade de manipulacdo aumentada do enxerto. Estes resultados
sugeriram que PRP nao teve nenhum efeito positivo na formacdo 0ssea
associado a um material osteocondutor apés o periodo de implantacao.

Defeitos segmentados de 2,5 cm foram realizados na tibia
de ovelhas e preenchidos com PRP autdgeno em um carreador de
colageno por Sarkar et al.>* para estudar o efeito do PRP na neoformac&o
O0ssea. ApOGs 12 semanas, 0S espécimes 0sseos removidos foram
avaliados quantitativamente por radiografia, tomografia computadorizada,
teste biomecanico e avaliacdo histologica. Volume 6&sseo, densidade
mineral, rigidez mecénica e histologia do osso recém-formado no defeito
nao diferiram significativamente entre os grupos PRP e controle, e
nenhum efeito do PRP sobre a formacdo Ossea foi observado. Foi
sugerido que o PRP ndo aumenta a neoformacdo 6ssea em defeito de
tamanho critico com um baixo potencial regenerativo e que tais defeitos

poderiam requerer estimulos mais potentes, por exemplo, combinacdes
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de biomateriais funcionais ou enxertos autégenos, precursores celulares
ou fatores de crescimento osteoindutivos.

Pela avaliacdo de proteinas da matriz 6ssea, Thorwarth et
al.>® examinaram a formacgéo 6ssea ap6s o preenchimento de defeitos
experimentais com o0sso autégeno ou com um colageno liofilizado,
combinados ao PRP em um estudo em porco domeéstico. Seis grupos,
com ambos os materiais, com e sem PRP em duas concentra¢des foram
comparados com 0sso nao tratado em 2, 4, 12 e 26 semanas. Os
resultados indicaram a participacdo de BMP-2 em todas as fases de
formacdo Ossea. Efeitos do PRP na expressdo de proteinas da matriz
ossea foram identificados particularmente na fase inicial, indicando que o
PRP tem um efeito osteopromotor devido suas propriedades mitogénicas
se colocado juntamente com 0Sso0.

Para investigar a influéncia do PRP na regeneracédo de

defeitos 6sseos, Wiltfang et al.®

realizaram enxertos de 0sso autégeno,
granulos de TCP (CeraSorb®), osso mineral poroso bovino deproteinizado
(BioOss®) e um o0sso bovino semelhante a esponja de colageno (Colloss®)
com e sem PRP em duas preparacdes, distribuidos aleatoriamente em
defeitos na calota de miniporcos. Em duas semanas, o PRP pdéde
significativamente aumentar a reparagcdo 0ssea somente quando aplicado
em combinacdo com 0sso autdgeno. Quatro semanas depois da cirurgia,
ambas as preparagfes de PRP ja ndo aumentaram a regeneragdo 6ssea
nos grupos autégenos e em 12 semanas, o nivel de neoformacao foi
semelhante em todos os grupos. Os autores concluiram que o PRP néo
acrescentou nenhum beneficio quando substitutos 0sseos xendgenos
foram usados, em contraste ao efeito inicial significante na regeneracao
0ssea quando foi associado ao enxerto autdgeno.

A extracdo de terceiros molares mesioangulados
impactados pode causar multiplos defeitos periodontais na raiz distal do

|-52

segundo molar. Sammartino et al.” analisaram os efeitos do PRP na

reparacao e prevencao de complicacfes periodontais adjacentes a esses
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dentes e observaram 12 semanas apo0s a cirurgia uma reducao notavel na
profundidade de sondagem e uma melhora no nivel de insercdo nos
casos tratados com PRP comparados aos controles, assim como,
neoformacdo Ossea no defeito. Concluiram que o PRP é efetivo na
inducao e estimulacdo da regeneracdo 0ssea para o tratamento dos tipos
de defeitos avaliados.

A instalacdo de implantes na maxila posterior pode ser
problemética devido ao volume ésseo insuficiente e a proximidade do seio
maxilar, além da qualidade 6ssea ser freqlentemente desfavoravel, pois a
porcdo medular muitas vezes € de baixa densidade. O levantamento do
seio maxilar foi desenvolvido em meados da década de 70 para aumentar
a altura Ossea vertical permitindo a estabilidade primaria de implantes,
sendo um procedimento seguro e previsivel, utilizando enxerto autégeno
combinado ou ndo a substitutos 6sseos com resultados favoraveis.

1.2% avaliaram os efeitos do PRP no levantamento de seio

Klongnoi et a
maxilar utilizando osso autégeno ou fluorohidroxiapatita (Algipore® -
Friadent, Mannheim, Germany) e instalacdo simultanea de implantes
enddsseos, em miniporcos. Os resultados mostraram que os materiais de
enxerto apresentaram niveis crescentes de contato osso-implante (BIC) e
de osso recém-formado em todos os periodos observados, levando os
autores a concluir que a aplicacdo de PRP n&do acrescentou efeitos
benéficos significantes no BIC, na porcentagem de neoformacdo 6ssea e
na quantidade de osso substituto remanescente.

A membrana de Schneider de seios de miniporcos foi

bilateralmente elevada por Furst et al.**

e 0 espaco entre a membrana e a
parede do seio foi preenchido com PRP e HA (grupo PRP) ou somente
HA (grupo controle), simultaneamente a instalacdo de implantes pela
parede facial do seio. A andlise histolégica, em 3 e 6 semanas, mostrou
menor contato osso-implante no grupo PRP e ap6s 12 semanas, 0S
resultados foram semelhantes em ambos. No 0sso enxertado, contatos no

grupo PRP foram mais extensos que no controle em 3 semanas, inferiores
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ao controle em 6 semanas e ultrapassado estes em 12 semanas. Este
estudo mostrou que o PRP tem um efeito diferencial na osteointegracéo
em 0sso enxertado e 0sso local, entretanto, combinado com HA néo foi
superior a HA somente.

Roldan et al.*!

analisaram o possivel beneficio do PRP no
enxerto de seio maxilar comparado com rhBMP-7 associados ao 0SSO
bovino inorganico e insergédo simultdnea de implante em miniporcos. Os
autores concluiram, com base nos resultados que o uso da rhBMP-7
conduziu a resultados superiores com respeito a osteointegracdo de
implantes enddsseos e a altura de novo 0sso, quando comparado com o
PRP.

1.** avaliaram

Utilizando a engenharia tecidual Ohya et a
MSC e PCBM associados ao PRP para elevagao do assoalho do seio
maxilar em coelhos. As MSC foram isoladas da medula da crista iliaca e o
PRP foi obtido do sangue periférico. PCBM foram coletados da crista
iliaca e misturados ao PRP. De acordo com as observacdes histolédgicas,
osso recém-formado e neovascularizacdo estavam presentes em 2 e 4
semanas, porém, em 8 semanas, medula gordurosa ocupou grandes
areas do osso lamelar em ambos os locais. Ndo houve diferenca
significante no volume e na altura 6ssea aumentada entre 0s grupos em
cada semana, mas havia diferencas significantes entre 2 e 8 semanas e
em volume de osso entre 4 e 8 semanas no grupo PCBM / PRP. Estes
resultados sugeriram que o complexo MSC / PRP possa ser usado para
regeneracao 0ssea em elevacao do assoalho do seio, comparada com o
complexo PCBM / PRP.

A capacidade do PRP associado ao osso medular da

crista iliaca foi estudada por Jakse et al.**

em procedimentos de
levantamento de seio maxilar de ovelhas. A analise estatistica da
propor¢cdo média de novo 0sso e da area de contato entre o enxerto e o
0sso neoformado néo revelou diferencgas significantes entre os grupos. Os

resultados mostraram uma capacidade regenerativa baixa do PRP
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levando os autores a concluir que pesquisas basicas sdo necessarias
para investigar mais profundamente seus efeitos na regeneracao 6ssea.
Em maxilas severamente reabsorvidas e com

pneumatizacdo do seio, Raghoebar et al.*

realizaram enxertos para
avaliar o efeito do PRP na remodelacdo 6ssea de material autégeno da
crista iliaca. Trés meses depois da reconstrucdo, bidpsias foram
realizadas com uma trefina e 3 implantes foram instalados na maxila
posterior esquerda e direita. A reparacdo da ferida ocorreu sem
transtornos, ndo sendo observada nenhuma diferencga entre o lado tratado
ou ndo com PRP, concordando com os achados histologicos e as
sobredentaduras retidas nos implantes, confeccionadas 6 meses apés a
implantacdo, mostraram bom desempenho quando submetidas as cargas
funcionais. Neste estudo, nenhum efeito benéfico do PRP na reparacéo
da ferida e na remodelacéo 6ssea foi observado, ndo apresentando valor
adicional na promocédo de reparo de defeitos de tamanho n&o critico
enxertados.

A associacdo do osso alégeno liofilizado (FDBA) com
PRP ou membrana absorvivel foi comparada por Kassolis e Reynolds®
para o enxerto bilateral do seio maxilar em 10 pacientes. A analise
histomorfométrica revelou uma porcentagem significativamente mais alta
de tecido vital e menor de particulas de enxerto residual em seios tratados
com FDBA e PRP, entretanto, a porcentagem de formacédo 6ssea com tal
combinagao néo foi significativamente mais alta que em seios enxertados
com FDBA/membrana. Os resultados sugeriram que a combinagao de
FDBA/PRP aumentou a taxa de formacdo 6ssea quando comparada com
FDBA/membrana.

O uso de hidrogéis para a liberacdo controlada de fatores
de crescimento plaquetarios e o consequente aumento da regeneracao
0ssea induzida por PRP foram avaliados em defeitos produzidos no osso
parietal de coelhos por Hokugo et al.?*. Hidrogéis incorporados por PRP,

PRP ativado por trombina, ou somente hidrogel foram aplicados no defeito



42

e um controle foi deixado sem tratamento. Regeneracdo O6ssea bem
sucedida foi observada no defeito 6sseo tratado com hidrogel associado
ao PRP, apresentando diferenca bastante acentuada quando comparado
aos outros grupos. Os autores concluiram que o hidrogel € um material
promissor para a liberagdo controlada de fatores de crescimento
plaquetarios para aumentar a regeneracao 0ssea.

A altura da crista 6ssea remanescente inferior a 5 mm na
maxila posterior indicou a necessidade de levantamento de seio em 105
pacientes para instalacdo simultdnea de implantes enddsseos. Mazor et
al.*® realizaram enxertos 6sseos compostos que consistiu de 30-40% de
0SS0 autdgeno e de 60-70% de enxerto xendgeno, associadas ou ndo ao
PRP. No pos-operatério de 6 meses, os implantes foram expostos e
nenhuma evidéncia clinica ou radiografica de perda na crista 0ssea foi
observada e todos estavam clinicamente integrados. O uso do PRP no
aumento da maxila posterior severamente reabsorvida apresentou,
segundo os autores, beneficios clinicos ébvios, reduzindo o periodo de
maturacdo 6ssea, melhorando a manipulacdo do enxerto e acelerando o
reparo do tecido mole.

Embora o levantamento da parede lateral do seio maxilar
seja um procedimento clinico previsivel para aumentar a altura 0ssea
resultando em taxas de sucesso dos implantes comparaveis aquelas de
0SSO hativo, o periodo de reparacdo permanece controverso. Varios
métodos foram pesquisados, inclusive adicdo de fatores de crescimento e
peptideos, para reduzir este tempo de reparacdo e aumentar a formacao
O0ssea. A incorporacdo de PRP foi proposta como um método para
acelerar e melhorar a reparacdo da ferida, além de aumentar a qualidade
6ssea. Boyapati e Wang* revisaram a literatura pertinente e verificaram
dados conflitantes com respeito ao seu uso em enxertos de seio. Fatores
gue podem contribuir a esta variabilidade incluem modelo de estudo
improprio, estudos pouco significativos, concentracbes de plaquetas

discrepantes, e diferentes materiais de enxerto utilizados. Além disso, 0s
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métodos para quantificar a regeneracdo 0ssea e reparacdo da ferida
diferem entre os estudos. Os autores concluiram que devido a limitada
evidéncia cientifica, o uso de PRP em levantamento de seio ndo pode ser
recomendado.

A incorporagéo de procedimentos restauradores durante a
instalacdo de implantes, procurando um melhor perfil de emergéncia, a
disponibilidade do uso de restauragfes ceramicas que simulam muito bem
0s dentes naturais, tem trazido um avanco na abreviacdo do tempo de
tratamento dos pacientes. Publicacdes de pesquisas mais recentes
forneceram diretrizes e protocolos cirargico e protético para a aplicacdo
da protese imediata funcional. A melhora na fase de reparacdo pela
liberacdo local de fatores de crescimento para o sitio cirdrgico, assim
como pelos avancgos biotecnologicos dos materiais de enxerto 6sseo,
permitiu a realizacdo de procedimentos mdultiplos em fase Unica.
Petrungaro®’ apresentou os resultados de mais de 400 implantes com
restauracfes imediatas instalados em locais edéntulos, alvéolos de
extracdo recente e regides de seio enxertado, bem como realcou as
diretrizes para 0 sucesso cirurgico.

Para avaliar o efeito do PRP alogeno em um modelo
experimental de osteogénese ao redor de implantes laminares em ratos,
Fontana et al.'' retiraram 1 mililitro de sangue de cada animal e
prepararam o PRP para inser¢do juntamente com um implante na tibia
direita, enquanto a tibia esquerda recebeu s6 o implante. Ap6s 30 dias o
volume de osso perimplantar foi avaliado histomorfometricamente e
submetido a analise estatistica e, de acordo com os resultados,
concluiram que um maior volume ésseo esteve presente quando o PRP
foi usado.

O aumento da osteointegracao de implantes foi estudado

por Kim et al.?’

comparando o osso desmineralizado em granulos (DBP)
isolado ou combinado com PRP em um modelo experimental em

cachorro. Trinta defeitos 6sseos foram criados cirurgicamente e em cada
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um deles um implante foi inserido e o espaco entre a parede 0ssea e a
superficie do implante foi enxertado com DBP, DBP e PRP e um grupo
sem tratamento. A analise histomorfométrica apdés 6 e 12 semanas
mostrou uma porcentagem mais alta de contato de osso com DBP e PRP
comparado com controle e DBP e os autores concluiram que defeitos
0sseos ao redor de implantes podem ser tratados com sucesso com DBP
e que o PRP pode melhorar a formacao Gssea.

A relacdo da contagem de plaquetas no PRP sobre a
regeneracao 0ssea ao redor de implantes in vivo foi avaliada por Weibrich

et al.®

em um estudo em coelhos, utilizando o PCCS para preparacéo do
PRP. Um implante foi inserido na distal de cada fémur, os quais foram
aleatoriamente tratados com ou sem PRP. Os animais foram sacrificados
em 28 dias e, de acordo com os resultados, observaram que a
concentracdo de plaquetas requerida para um efeito positivo do PRP em
regeneracao Ossea parece abranger uma gama muito limitada. Efeitos
biolégicos vantajosos aconteceram com uma concentracdo de plaquetas
de aproximadamente 1.000.000/ul. Em mais baixas, o efeito € inferior,
enquanto mais altas poderiam ter um efeito inibitério paradoxal. Por outro
lado, o beneficio deste tipo de concentrado de plaquetas nao foi favoravel
para acelerar a osteointegracao de implantes endosseos.

Jensen et al.?® compararam o0ssos alégenos processado
em granulo e fresco congelado e a influéncia do PRP combinado a esses
materiais ao redor de implantes inseridos bilateralmente no condilo
femoral de 8 cdes. Cada implante foi rodeado por um espag¢o concéntrico
de 2,5 mm, preenchido aleatoriamente com osso alégeno fresco-
congelado, osso alégeno em granulos, osso alégeno fresco-congelado +
PRP ou osso alégeno em granulos + PRP. Embora o nivel de plaquetas
no PRP fosse 7,7 vezes maior que o nivel sanguineo, nenhuma melhora
na formacdo Ossea ou fixacdo do implante foi observada pela adicdo do
PRP.
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Usando um protocolo cirargico de fase unica, Monov et
al.* inseriram um total de 34 implantes na mandibula edéntula de 10
pacientes. No quadrante Il o PRP foi instilado localmente antes da
colocacdo do implante, enquanto nenhum PRP foi utilizado no quadrante
IV. Todos os implantes foram acompanhados com repetidas medidas de
estabilidade por meio da andlise da freqiéncia de ressonancia em
diferentes intervalos de tempo e os resultados ndo mostraram diferenca
estatisticamente significante entre os 2 grupos levando os autores a
concluir que o uso de PRP durante a instalacdo de implante na mandibula
anterior ndo trouxe beneficio adicional.

As propriedades biomecéanicas de enxertos 6sseos sdo
fatores importantes a serem considerados na pratica clinica, embora haja
poucas descricbes relevantes sobre o assunto. Alteracdes dessas
propriedades no local do enxerto estdo na dependéncia da taxa de
reabsorcdo e formacdo Ossea. Por essa razdo, o tipo adequado de
material deve ser cuidadosamente selecionado de acordo com o propaosito
para o qual o enxerto sera realizado?*33%>>>,

Devido os dados contraditérios com relacéo aos efeitos da
irradiacdo gama nas propriedades do osso cortical alégeno, Hamer et al.*
investigaram um meétodo para a medida comparativa da forca do 0sso
para avaliar amostras de osso padrdo e de cadaveres irradiadas com
doses variadas combinadas ou ndo com congelamento. Nenhum dos
tratamentos teve qualquer efeito no comportamento elastico das
amostras, mas houve uma reducéo da forca em 64% dos valores controle
apos irradiagdo com 28 kGy. Também houve uma reducdo dose-
dependente na for¢ca e na habilidade das amostras para absorver trabalho
antes do fracasso. Os autores sugeriram que a irradiagdo possa causar
uma alteracdo na matriz éssea do osso aldégeno, mas contanto que seja
usado em situacbes na qual a carga esteja dentro de sua regido elastica,

entdo nao devera acontecer fracasso.
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Nather et al.*?

estudaram a reparacao e a forca de torcao
de seccles de diafises de tibias ndo-vascularizadas e vascularizadas em
gatos. Ambos os tipos de enxertos consolidaram a fratura no mesmo
periodo de tempo, e em 12 e 16 semanas 0s enxertos ndo-vascularizados
eram tao fortes quanto os enxertos vascularizados. Os autores ressaltam
gue, ainda que ambos os enxertos tenham incorporado prontamente nos
animais estudados, em pacientes a incorporacdo leva um tempo mais
longo.

Em 2004, Nather, et al.*®* compararam a forca
biomecénica do enxerto cortical aldgeno congelado com o liofilizado em
transplante in vivo executados na tibia de gatos. Apés 8, 12, 16 e 24
semanas, analisando torque maximo, dureza de tor¢cdo e energia de
absorcédo, observaram que os enxertos alégenos congelados alcancaram
64% da forca em 6 meses. Com marcante contraste, enxertos aldgenos
liofilizados foram significativamente mais fracos, alcancando somente
12% da forca de torque maximo. Os autores concluiram que para a
reconstrucdo de defeitos 0sseos corticais volumosos, somente enxertos
alogenos corticais congelados deveriam ser usados, em detrimento dos
alogenos liofilizados por apresentarem resultados insatisfatorios.

A manutencdo da reducdo anatdbmica em um modelo
experimental de fratura na tibia de cabras foi avaliada por Welch et al.®®
comparando o efeito de um cimento de fosfato de célcio e do enxerto
autdgeno esponjoso fragmentado. Os animais foram sacrificados em
periodos que variaram de 24 horas a 18 meses e 0S especimes
submetidos as andlises histolégica e biomecéanica. Nao foi observada
diferenca significante na dureza da fratura entre os 2 grupos de
tratamento em quaisquer dos tempos examinados. O cimento de fosfato
de célcio foi reabsorvido rapidamente e o volume de osso trabecular nos
defeitos foi restabelecido ao do controle sem tratamento aos 6 meses em
ambos os grupos. Os autores concluiram que enxertos autégenos nao

mantiveram uma reducdo anatdbmica de fraturas em tibia neste modelo.
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Em contraste, o aumento com cimento de fosfato de calcio preveniu o
colapso do fragmento da fratura e manteve a congruéncia articular como a
fratura reparada.

Gauthier et al.™ investigaram a eficiéncia de um substituto
0sseo de fosfato de calcio injetavel (IBS) para procedimentos
regenerativos através de imagens micro-tomograficas (uUCT), teste
biomecénico e analise de microscopia eletrdnica de varredura (MEV). O
material injetavel foi implantado durante 6 semanas em defeitos de
tamanho critico na extremidade distal de fémures de coelho. Extensa
justaposicdo de novo osso foi notada com ambas as técnicas. O ganho de
forca pareceu bem relacionado com a quantidade de tecido 0sseo
neoformado, observada com uCT. Este estudo mostrou a habilidade de
técnicas ndo-destrutivas para investigar aspectos biolégicos e mecanicos

de substituicdo de osso com biomateriais injetaveis.



3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia do
PRP, associado ou ndo ao enxerto autdgeno, utilizando a técnica da
ROG, na reparacdo de defeitos O6sseos cirargicos criados na tibia de
coelhos mediante andlises radiografica, microscopica e das propriedades
biomecanicas.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais e grupos experimentais

Para a realizagao do presente estudo foram utilizados 25
coelhos adultos, machos, New Zealand, com peso médio de 3,5 kg, os
quais foram mantidos em gaiolas individuais com ragao balanceada
(Probiotério Moinho Primor S.A.) e agua ad libitum. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Séo
José dos Campos - UNESP. Este estudo foi realizado com base nos
Principios Eticos para a Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Campus de S&o
José dos Campos — UNESP (protocolo n° 026/2005-PA/CEP).

Quatro defeitos foram realizados em cada animal e
divididos em grupos: controle (C = defeito 6sseo), autdgeno (A = defeito
0sseo + enxerto autégeno), PRP (PRP = defeito 6sseo + PRP) e PRP +

autdégeno (PRPA = defeito 6sseo + PRP + enxerto autdgeno).

4.2 Obtencéo do plasmarico em plaquetas

Mediante puncéo do coracdo do animal com seringa tipo

luer descartavel (Figura l1la), 18 ml de sangue foram removidos e
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colocados em 4 tubos de 4,5 ml para coleta de sangue a vacuo
(Vacutainer - Becton-Dickinson - Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK),
contendo 0,5 ml de citrato de sodio tamponado como anticoagulante. A
amostra sanguinea contida nos tubos foi colocada numa centrifuga (SIN -
Sistema Nacional de Implantes, S&o Paulo, Brasil) a 200 g por 10 minutos
(Figura 1b), para a separacdo dos constituintes do sangue em plasma e
células vermelhas (Figura 1c). Apds a pipetagem do plasma com uma
seringa tipo insulina (Figura 1d) o mesmo foi colocado em tubos estéreis.
Uma segunda centrifugacao foi realizada a 200 g por 10 minutos para a
separacdo do PRP (porcéo inferior) e PPP (porcao superior) (Figura le).
O PRP foi removido do tubo, colocado em cubeta metalica esterilizada
(Figura 1f) ao qual foi adicionado o cloreto de célcio 10% (Terapéutica —
Farmacia de manipulacdo — S&o José dos Campos, SP) na proporcao de
8:1, com o objetivo de promover a reversdo do processo de quelacdo do

citrato de sédio, permitindo a aplicacdo do PRP na forma de gel.

4.3 Contagem de plaquetas

A contagem da quantidade de plaquetas foi feita no
sangue total e no PRP por mm?®, diluindo-se 20 pl de sangue total ou PRP
em 2 ml de oxalato de aménio 1%. A solucao foi homogeneizada durante
10 minutos, colocada em camara de Neubauer nao espelhada,
aguardando mais 10 minutos para sedimentacdo das plaquetas. A
contagem foi feita utilizando-se os 25 campos centrais da camara sob
microscopia oOptica (400x). Levando-se em conta os fatores de diluicdo e
da camara, o resultado obtido da contagem de plaquetas foi multiplicado

por 10°, obtendo-se assim o valor final /mm?®.
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FIGURA 1 - Preparagdo do PRP: a) puncgdo intracardiaca do sangue; b)
colocacado dos tubos em centrifuga; c) separacdo dos constituintes
do sangue em plasma (por¢cdo superior) e células vermelhas
(porcédo inferior); d) retirada do plasma separado apds a
centrifugacao; e) separacdo do PRP (porcéo inferior) e PPP (porcéo
superior); f) colocacdo do PRP em cubeta metalica esterilizada
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4.4 Procedimentos cirargicos

Os animais foram anestesiados por via intramuscular,
sendo o sedativo analgésico e relaxante muscular (solugédo aquosa a 2%
de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiazina - Rompum -
Bayer do Brasil) aplicado 5 minutos antes da administragdo do anestésico
geral (cloridrato de ketamina - Dopalen, Agribrands do Brasil Ltda.) na
proporcao de 1 mi/kg e 0,5 ml/kg de peso corpdéreo, respectivamente.

Apés a depilacdo e assepsia com solucdo de clorexidina a
0,2% (Terapéutica — Farméacia de manipulacdo — Sado José dos Campos,
SP) na pata, uma incisdo com uma lamina intercambiavel n°® 15, montada
em bisturi tipo Bard-Parker n® 3 foi realizada na porcéao lateral, seguida de
divulsdo muscular e incisdo dos planos profundos. Subseqientemente, o
descolamento do tecido foi realizado, seguido da confeccéo de 2 defeitos
0sseos unicorticais (Figura 2a), distanciados 5 mm entre si (Figura 2b),
em cada tibia, com o auxilio de um motor cirdrgico elétrico Asseptico
(AEU-707-MGF Asseptico Inc., USA) usando reducao 1/16, ponta reta,
uma broca tipo trefina de 5 mm, velocidade de 1500 rpm e irrigacéo
constante com cloreto de sodio a 0,9% estéril.

Os fragmentos 6sseos obtidos a partir da confeccdo dos
defeitos foram particulados com um oste6tomo biarticulado e utilizados
como material de enxerto. Nas tibias direitas de cada animal, um defeito
foi preenchido apenas por coagulo sangliineo e o0 outro por enxerto
autégeno (Figura 2c), sendo denominados, respectivamente, grupo
controle (C) e grupo autégeno (A). Os defeitos nas tibias esquerdas foram
preenchidos por PRP e por PRP associado ao osso autdgeno (Figura 2d)
e denominados, respectivamente, grupo PRP (PRP) e grupo PRP +
autégeno (PRPA). Todos os defeitos foram recobertos com uma barreira

de PTFE (Figura 2e) para evitar a interferéncia de tecido ndo-osteogénico
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no seu interior. A pelicula ndo-porosa de PTFE (Tecnoflon-Brasflon, Ind. &
Com. Plasticos, Sdo Paulo, S.P.), com espessura de 0,13mm apresenta
caracteristicas e biocompatibilidade adequadas para o uso em cirurgias
com a técnica da regeneracdo Ossea guiada. A barreira de PTFE foi
colocada em embalagens individuais, seladas e esterilizadas em
autoclave. Em seguida, as estruturas dos planos profundo e superficial
foram suturadas com fio absorvivel Vycril (ETHICON / Johnson & Johnson
6-0) e de seda (ETHICON / Johnson & Johnson 4-0) (Figura 2f),
respectivamente. Os cuidados pré e pdés-operatorios foram realizados
para cada animal, administrando-se, por via intramuscular, o antibiotico
Pentabiotico veterinario pequeno porte (Fort Dodge Saude Animal Ltda.) e
antiinflamatério Voltaren 75mg solucéo injetavel (Parker-Davis, Sado Paulo,
Brasil) nas dosagens de 0,1 ml/kg e 0,6 mil/lkg do peso corporal,
respectivamente. O antibiético e o antiinflamatério foram administrados
uma hora antes dos procedimentos cirdrgicos, prolongando o uso do

antiinflamatério por mais 1 dia.

45 Periodos de sacrificio

Decorridos 15, 30 e 60 dias do procedimento cirdrgico, 5
animais foram sacrificados em cada periodo por superdosagem de
anestésico. As pecas contendo os defeitos 6sseos foram removidas em
bloco, fixadas em formol a 10% (Merck S.A. Industrias Quimicas) por 72h,
radiografadas, processadas no laboratorio e, em seguida, submetidas as
analises microscopica e histomorfométrica. Para andlise das propriedades
biomecanicas, foram sacrificados 5 animais em cada periodo ap6s 30 e
60 dias do procedimento cirargico. As pecas contendo os defeitos dsseos
foram removidas em bloco, colocadas em solucédo de Ringer e congeladas

até serem radiografadas e submetidas aos testes biomecanicos.
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FIGURA 2 - Procedimentos cirdrgicos: a) confeccdo de defeito 6sseo unicortical;
b) defeitos 6sseos, distanciados 5 mm na tibia; c) preenchimento do
defeito superior apenas por coagulo sangtineo e do inferior por
enxerto autégeno na tibia direita; d) defeitos na tibia esquerda
preenchido por PRP (superior) e por PRP associado ao 0sso
autégeno (inferior); e) barreira de PTFE recobrindo os defeitos; f)
sutura da pele
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4.6 Andlise da densidade Optica

Para a obtencédo das imagens radiograficas, foi utilizado o
sistema Visualix Gx-S-HDI (Gendex Dental System, Dentisplay
International, Chicago, IL, USA). Este sistema consiste de um software
VixWin 1.9 (Gendex Dental System, Dentisplay International, Chicago, IL,
USA) que capta a imagem radiografica digital por meio de um sensor CCD
(Charge-Coupled Device), com érea ativa de 20 mm de largura por 30 mm
de comprimento. O aparelho de raios X utilizado foi o0 Gendex 765 DC
(Gendex Dental X-Ray Division, Dentistry International Inc., IL, USA),
regulado para 65 KVp e 7 mA. As pecas cirurgicas foram colocadas sobre
o referido sensor, posicionado paralelamente ao solo, e o feixe central de
raios X foi direcionado perpendicularmente a esse dispositivo. A distancia
foco-filme e o tempo de exposicdo aos raios-X foi de 40 cm e 0,02 s,
respectivamente.

Um estudo cego foi realizado para obter medidas da
densidade da area em cada regido correspondente ao defeito utilizando o
sistema de analise de imagem (Image Tool - v.3.0; URHSCSA). Essas
mensuracbes foram repetidas apos 15 dias para a calibracdo intra-

examinador.

4.7 Analise histologica e histomorfométrica

As pecas contendo os defeitos foram desmineralizadas
em solucédo de EDTA a 10% (&cido etilendinetrilo tetracético, sal dissodico
dihidratado — Titriplex 1" p.a. — Merck-KgaA, Darmstadt, Alemanha) e

posteriormente processadas e incluidas em parafina. Os cortes
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microscopicos foram feitos com 6 pum de espessura e as laminas
histolégicas preparadas pelas técnicas histolégicas rotineiras para
coloracdo com hematoxilina-eosina e tricromio de Mallory. Em seguida,
essas laminas foram analisadas pela microscopia de luz convencional
para a analise histomorfologica dos aspectos gerais da neoformacao
ossea.

Para a realizacdo da andlise histomorfométrica, foi
utilizado o método estereoldgico, que consiste em determinar parametros
guantitativos tridimensionais de estruturas anatémicas a partir de cortes
histolégicos através da geometria e estatistica. Os métodos
estereoldgicos se baseiam em principio geométrico-estatisticos, derivados
da probabilidade das imagens dos perfis da estrutura na seccao
histolégica coincidirem com um sistema-teste apropriado. Deste modo, a
caracteristica principal nesses métodos estd na casualizacdo das
amostras, eliminando a ocorréncia de vicio na amostragem, realizado por
meio da aplicacdo de procedimentos de escolha aleatéria em todos o0s
estagios do experimento, tais como: selecdo dos animais, dos blocos
histolégicos, das laminas histolégicas, dos cortes e campos
microscopicos.

Cortes histologicos semi-seriados foram realizados nos
espécimes para obter 10 laminas histoldgicas por animal em cada grupo.
Dentre essas laminas, 3 foram separadas aleatoriamente, obtidas
longitudinalmente na regido central do defeito, e avaliadas pelo programa
Axiovision 4.5 (Carl Zeiss Vision Imaging Systems, Carl Zeiss, Alemanha).
Para a mensuracgdo da densidade da matriz 6ssea foi utilizada objetiva 20
x 0,45 (A-PLAN, Carl Zeiss) e ocular 10x (W-PI, Carl Zeiss) de um
microscoépio de luz (Axioskop 40, Carl Zeiss, Alemanha). As imagens de 5
campos histolégicos por lamina foram captadas por uma camera digital
(AxioCam MRcb5, Carl Zeiss, Alemanha), correspondendo a uma area de
439,28 x 329,12 pm?. Imagens de 2 campos histolégicos por |amina foram

obtidas préximas as bordas do defeito, utilizando objetiva 40 x 0,65 e
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ocular 10x para a contagem do numero de ostedcitos na matriz

neoformada.

4.8 Propriedades biomecanicas

Para avaliar a resisténcia mecanica em compressao do
0sso neoformado foi utilizada uma maquina universal EMIC (Figura 3a),
modelo MEM 10.000, com capacidade maxima para aplicacdo de carga
de 10* kg (9,81 kN).

A velocidade de aplicacdo da carga durante os ensaios de
compressao (push out) foi constante e igual a 1 mm/seg, até a falha do
espécime. Foi utilizada uma célula de carga de 20 kg; com um dispositivo
cilindrico para ensaio de compresséo, que permitiu a aplicacdo da carga
na regido do defeito do espécime. Os testes foram realizados a
temperatura ambiente, e 0s espécimes mantidos umidos com solucéo
salina.

O dispositivo cilindrico com diametro igual 3,1 mm
assegurou que a carga compressiva fosse aplicada dentro do perimetro
do defeito, somente em tecido 6sseo neoformado (Figura 3b). Durante
cada ensaio foi anotada a carga maxima atingida, no exato momento da
falha do espécime. A resisténcia a compressdo do tecido &sseo
neoformado foi calculada por meio da expressao (1).

6c = 9.81X 4. Frax / TD? = 12,5 Frnax/ D? o, (1)

Em que:

o. = resisténcia a compressdo ou tensdo de compressdo do tecido
neoformado [MPa]

Fmax = carga maxima de compressao registrada durante o ensaio [kgs]

D = 3,1 mm, didametro do dispositivo de compressao



58

a b

FIGURA 3 - Andlise das propriedades biomecanicas do osso neoformado: a)
célula de carga com um dispositivo cilindrico para ensaio de
compressao; b) dispositivo cilindrico para aplicacdo da carga
compressiva dentro do perimetro do defeito

49 Andlise estatistica

Os resultados obtidos da densitometria Optica,
histomorfometria e propriedades biomecanicas foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) de 2 fatores de medidas repetidas. Foi
avaliado um fator entre grupos, que é o tempo de tratamento e um fator
dentro do grupo, que é o tipo de tratamento realizado. O nivel de
significancia adotado foi de a = 0,05. Os resultados obtidos foram

submetidos ainda ao teste de comparag&o mdultipla de Tukey.



5 RESULTADOS

5.1 Contagem de plaguetas

A contagem de plaquetas realizada confirmou que a
técnica de preparacdo do PRP utilizada no presente estudo gerou uma
fonte de plaquetas altamente concentrada. A média da contagem de
plaguetas no sangue periférico foi de 280 x 10°/mm? variando de 230 x
103 mm?3a 315 x 10¥mm®. A média da contagem de plaquetas no PRP foi
de 1052 x 10°/mm? variando de 848 x 10*’mm®a 1260 x 10*/mm?® (Figura
4).
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FIGURA 4 - Representacdo grafica da média da contagem de plaguetas no
sangue total e no PRP
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5.2 Andlise da densidade Optica

Os achados radiograficos mais frequentes observados
nos espécimes dos grupos controle e experimentais foram analisados em

conjunto dentro de cada periodo considerado no experimento.

5.2.1 Quinze dias

De um modo geral, os aspectos radiograficos foram muito
semelhantes dentro dos periodos entre os grupos C e PRP e A e PRPA.
Nos grupos C (Figura 5a) e PRP (Figura 5c), notou-se imagem radioltcida
sugestiva da area do defeito 6sseo exibindo limites precisos e definidos.
Nos grupos A (Figura 5b) e PRPA (Figura 5d) notava-se area radiolucida,
sugestiva de defeito 6sseo, com limites precisos e discretamente
indefinidos em algumas regides. Imagens mais radiopacas foram
observadas no interior do defeito, correspondentes as particulas de

enxerto 6sseo.

5.2.2 Trinta dias

A topografia do defeito nos grupos C (Figura 6a) e PRP
(Figura 6¢) podia ser visualizada, porém, em alguns defeitos, os limites de
suas paredes eram precisos e discretamente indefinidos. Nos grupos A
(Figura 6b) e PRPA (Figura 6d), os limites do defeito eram indefinidos e
irregulares, apresentando perda de nitidez em algumas regioes,
entretanto, a sua topografia ainda podia ser visualizada. A densidade

radiografica diminuia das paredes do defeito para a porcédo central e as
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imagens mais radiopacas no interior do defeito, correspondentes as

particulas de enxerto 0sseo, apresentavam-se mais homogéneas.

5.2.3 Sessenta dias

Nos grupos C (Figura 7a) e PRP (Figura 7c) a imagem
radiografica do defeito e os limites das suas paredes ainda eram
visualizados, embora houvesse evidéncias de aumento de densidade no
contorno da loja cirargica. Nos grupos A (Figura 7b) e PRPA (Figura 7d), a
topografia do defeito era pouco visualizada com perda de nitidez nos
contornos das paredes. Em algumas regides foi notado que a densidade
radiografica da porcdo periférica do defeito mostrava-se semelhante a
densidade do tecido ésseo normal. Algumas imagens dos defeitos
revelavam areas menos radiopacas quando comparadas com outras
regibes da mesma loja cirdrgica. As imagens correspondentes as
particulas de enxerto 0sseo apresentavam-se ainda mais homogéneas,
comparadas as dos periodos anteriores. Além disso, foi observado,
devido as variacdes de densidade radiografica entre as por¢cdes periférica

e central, crescimento 6sseo centripeto.
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FIGURA 5 - Imagens radiograficas digitais dos defeitos dsseos cirlrgicos na
tibia de coelho no periodo de 15 dias: a) grupo C; b) grupo A; c)
grupo PRP; d) grupo PRPA

a b c d

FIGURA 6 - Imagens radiograficas digitais dos defeitos 6sseos cirdrgicos na
tibia de coelho no periodo de 30 dias: a) grupo C; b) grupo A; c)
grupo PRP; d) grupo PRPA

a b c d

FIGURA 7 - Imagens radiograficas digitais dos defeitos 6sseos cirlrgicos na
tibia de coelho no periodo de 60 dias: a) grupo C; b) grupo A; c)
grupo PRP; d) grupo PRPA
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5.2.4 Analise estatistica da densidade Optica

Os valores das médias da densidade Optica nos defeitos
0sseos dos diferentes grupos encontram-se expressos na Tabela 17
(Apéndice A).

As médias da densidade Optica da regido dos defeitos
0sseos (Tabela 1) nos grupos estudados demonstraram que 0s grupos A
e PRPA apresentaram maior densidade éptica quando comparado com os
grupos C e PRP e que houve diminui¢do da densidade Optica em todos 0s

grupos ao longo do tempo.

Tabelal- Médias das densidades Opticas dos grupos C, A, PRP e PRPA nos
periodos de 15, 30 e 60 dias

PERIODO GRUPO DENSIDADE 2
C 165 13,31
A 191 18,20
15
PRP 161 5,63
PRPA 194 5,63
C 164 10,28
A 191 13,14
30
PRP 156 12,82
PRPA 191 9,58
C 157 15,09
A 184 10,28
60
PRP 149 14,49

PRPA 182 9,28
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De acordo com os dados, referentes a analise de
variancia (ANOVA), apresentados na Tabela 2, houve diferenca estatistica
significante entre as densidades opticas dos diferentes grupos estudados
e nos diferentes periodos, determinada pelos valores de p encontrados,

inferiores a 0,05 (nivel de significancia).

Tabela2 - Resultado da analise de variancia (ANOVA) para os dados das
densidades Opticas

FONTE DE VARIACAO P

Grupo 0,0001
Periodo 0,0031
Grupo*periodo 0,9961

O teste de comparacdo multipla de Tukey revelou
diferenca estatisticamente significante somente para o periodo de 60 dias
(Tabela 3).

Tabela 3- Resultado do teste de Tukey para os dados da densidade éptica
nos diferentes periodos

PERIODO DENSIDADE GRUPOS HOMOGENEOS
15 178 A
30 176 A
60 168 B

O teste de comparacdo multipla de Tukey revelou
diferenca estatisticamente significante entre os grupos A e PRPA e C e

PRP nos diferentes periodos (Tabela 4).
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Tabela4 - Resultado do Teste de Tukey para os dados da densidade 6ptica
nos diferentes grupos

GRUPO DENSIDADE GRUPOS HOMOGENEOS
PRPA 189 A
A 189 A
C 162
PRP 155

A Figura 8 mostra a evolugdo das medias da densidade
optica nos diferentes periodos de observacdo dentro de cada grupo
analisado.
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FIGURA 8 - Representacdo grafica da evolucdo das médias de densidade
Optica dos grupos C, A, PRP e PRPA aos 15, 30 e 60 dias
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5.3 Andlise histolégica e histomorfométrica

De um modo geral, os grupos C e PRP e o0s grupos A e
PRPA apresentavam grande semelhanga entre si. Os achados
histol6gicos mais frequentes observados nos espécimes foram analisados

em conjunto dentro de cada periodo considerado no experimento.

5.3.1 Quinze dias

Na regido dos defeitos dos grupos C (Figura 9a) e PRP
(Figura 9b), os limites exibiam trabéculas 6sseas neoformadas e a porcao
central estava preenchida por tecido conjuntivo osteogénico. Além disso,
notava-se que os limites do defeito apresentavam areas de remodelacao
0ssea, exibindo atividade osteoclastica e deposicdo de matriz éssea pelos
osteoblastos, e éareas de tecido O0sseo necrotico e basofilico com
osteoplastos vazios. As trabéculas Osseas eram imaturas, delgadas,
ramificadas e com arranjo linear (Figura 9c), estendendo-se para porcao
central, apresentando ostedcitos volumosos e grande numero de
osteoblastos na periferia (Figura 9d). O tecido conjuntivo osteogénico era
bem celularizado, vascularizado e composto por células osteoprogenitoras
e por fibras coldgenas, dispostas paralelamente entre si. Na superficie do
defeito, podia ser observado tecido conjuntivo fiboroso em intimo contato
com a regido previamente ocupada pela barreira. Formacdo de tecido
0sseo, em alguns cortes histolégicos, no interior do canal medular da
tibia, areas de hemorragia intersticial e infiltrado de células inflamatorias
mononucleadas completavam o quadro. Havia maior quantidade de vasos
neoformados, por vezes congestos, e edema no grupo PRP quando

comparado com o grupo C. As fibras colagenas do tecido conjuntivo
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osteogénico eram mais delicadas no grupo do PRP do que no grupo C
(Figura 10).

Nos grupos A (Figura 11a) e PRPA (Figura 11b), os
defeitos eram preenchidos por trabéculas O0sseas imaturas, delgadas e
bem celularizadas, e por tecido conjuntivo osteogénico, bem celularizado
e vascularizado. Estas trabéculas apresentavam arranjo linear e
estendiam-se para a porcdo central. Particulas de enxerto eram
encontradas na porcao central do defeito e estavam em intimo contato,
ora com tecido conjuntivo osteogénico ora com trabéculas Osseas
neoformadas. Algumas particulas encontravam-se desvitalizadas,
exibindo osteoplastos vazios e, em algumas regides, havia lacunas de
reabsorcdo exibindo osteoclastos em seu interior (Figura 12). A atividade
osteoclastica era mais intensa no grupo PRPA (Figura 13) do que no
grupo A, durante o processo de reabsorcdo das particulas de enxerto. Os
limites dos defeitos apresentavam areas de remodelacéo e necréticas. Em
alguns cortes histolégicos, havia intensa formacédo de tecido 6sseo no
interior do canal medular da tibia. Além disso, observava-se maior
vascularizacdo e, por vezes, notava-se rede de fibrina e areas de
hemorragia na superficie no grupo PRPA quando comparado com o grupo
A.
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FIGURA 9 - Fotomicrografias das regifes dos defeitos 6sseos aos 15 dias
(setas): a) grupo C; b) grupo PRP; c) grupo C com trabéculas
O0sseas menos celularizadas; d) grupo PRP com trabéculas ésseas
mostrando grande celularidade. HE e Tricromio de Mallory, aumento
original 50x e 200x.
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C
FIGURA 10 - Fotomicrografia exibindo tecido conjuntivo osteogénico: a) aspecto
delicado e bem vascularizado no grupo PRP; b) aspecto denso no
grupo C; c¢) intensa atividade osteoblastica e formacdo de
trabéculas 6sseas no grupo C. Tricrémio de Mallory, aumento
original 100x e 200x.
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FIGURA 11 - Fotomicrografias das regibes dos defeitos 6sseos aos 15 dias
(setas): a) grupo A; b) grupo PRPA. Tricrobmio de Mallory, aumento
original 50x.



71

-
a
b C
d e

FIGURA 12 - Fotomicrografias mostrando regido do defeito do grupo A aos 15
dias: a) particula de enxerto circundada por tecido conjuntivo
osteogénico (4 e por trabéculas 6sseas imaturas (setas); b), c) e
d) particulas de enxerto em processo de reabsorcdo (setas
brancas); e) tecido conjuntivo osteogénico e matriz Ossea
neoformada. HE e Tricrébmio de Mallory, aumento original 100x e
200x.
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FIGURA 13 - Fotomicrografia mostrando regido do defeito do grupo PRPA aos
15 dias: a), b) e c¢) intensa atividade osteoclatica (setas) e,
conseqlentemente, reabsor¢cdo da particula de enxerto; d)
trabéculas 6sseas imaturas e delicadas; e) tecido conjuntivo
osteogéncio bem vascularizado. Tricromio de Mallory e HE,

aumento original 100x e 200x.
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5.3.2 Trinta dias

Nos grupos C (Figura 14a) e PRP (Figura 14b), a regido
do defeito estava preenchida por tecido 6sseo e tecido conjuntivo
osteogénico. Notava-se aumento da quantidade de trabéculas Osseas
guando comparado com o periodo anterior, sendo lamelar na periferia e
imaturas e delgadas na porcao mais central. Nessas areas mais maduras
podiam-se notar osteoblastos menos volumosos e achatados, areas de
remodelagao, presenca de osteoclastos e linhas reversas. Na maioria dos
cortes histoldgicos, notou-se a presenca de uma lamina 6ssea recobrindo
a superficie do defeito, entretanto ndo foi observada a unido de suas
bordas. Abaixo desta lamina dssea, na por¢cdo mais profunda e central do
defeito, verificou-se tecido conjuntivo osteogénico em grande quantidade
e permeado por esparsas trabéculas ésseas imaturas. O tecido conjuntivo
osteogénico mostrava-se bem organizado e suas fibras colagenas
estavam dispostas paralelamente entre si. Além disso, havia discreto e
difuso infiltrado de células inflamatorias mononucleares. Medula 6ssea
neoformada era evidenciada principalmente nas extremidades do defeito.
Nas porcdes mais centrais, no interior dos espacos medulares
neoformados, podia ser observado tecido conjuntivo frouxo. A faixa de
tecido 6sseo neoformado, préxima aos limites do defeito, apresentava
espessura semelhante as corticais 0sseas originais e, em alguns cortes,
préximo as bordas e externamente ao defeito havia a presenca de
cartilagem. A margem de corte apresentava-se ora visivel, com areas
necréticas e com lacunas e canais de Havers vazios, ora com areas de
remodelacdo, dificultando sua identificacdo. A formagédo 6ssea dentro do
canal medular era bem menor, qguando comparada ao periodo anterior e
podia ser observado maior numero de osteoclastos na periferia das
trabéculas. No grupo PRP (Figura 14c), a vascularizacdo era maior e a
medula 6ssea no interior do canal era menos desenvolvida em relacdo ao

grupo C (Figura 14d).
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N&o foram observadas diferencas significativas entre os
grupos A (Figura 15a) e PRPA (Figura 15b) que apresentaram
semelhancas com relacdo aos aspectos do tecido 6sseo neoformado e do
tecido conjuntivo osteogénico. Células adiposas e hematopoiéticas eram
esparsamente observadas nos espaco medulares da regido do defeito
0sseo. Em algumas regides ao redor das particulas enxertadas, alto grau
de reabsorc¢éao foi notado, enquanto em outras, formacao 6ssea ativa, com
revestimento osteoblastico, dificultava a identificacdo de seus limites. Por
vezes tais particulas apresentavam-se continuas com as margens do
defeito. O tecido Osseo neoformado, com caracteristica de 0sso
trabecular, exibia arranjo linear e numerosos osteoblastos e ostedcitos.
Os primeiros sinais de remodelacdo e formagdo dos primeiros Osteons
podiam ser vistos rodeados por osso medular imaturo (Figuras 15c e 15d).
No canal medular, era observada discreta formacao de tecido ésseo, bem
como alguns fragmentos 6sseos nha intimidade do tecido medular. Esses
fragmentos apresentavam areas de reabsorcdo e remodelacdo na
superficie e, algumas vezes, circundados por tecido conjuntivo fibroso.
Notavam-se interconexdes de trabéculas Osseas espessas junto as
margens, estendendo-se para porcdo central de forma linear. Nesta
regido, havia ainda a presenca de tecido conjuntivo osteogénico exibindo
células osteogénicas mais volumosas e feixes paralelos de fibras
coldgenas com fibroblastos delgados. Foco de infiltrado inflamatoério e
maior vascularizagdo na area mais profunda eram notados. As trabéculas
0sseas, na por¢cdo mais central, eram imaturas, delgadas, com amplos
espacos medulares, apresentando tecido conjuntivo frouxo entre elas.
Algumas vezes néo era possivel definir a margem, uma vez que areas de

remodelagcao estavam presentes nesta regiao.
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FIGURA 14 - Fotomicrografias das regides dos defeitos 6sseos aos 30 dias
(setas): a) grupo C; b) grupo PRP; c) tecido conjuntivo bem
vascularizado e de aspecto delicado; d) medula d6ssea em
formacdo exibindo células hematopoiéticas, localizadas nas
adjacéncias do limite interno do defeito. HE, aumento original 50x
e 100x.
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FIGURA 15 - Fotomicrografias das regides dos defeitos 6sseos aos 30 dias
(setas): a) grupo A; b) grupo PRPA; ¢ e d) tecido 4sseo em
processo de remodelacdo nos grupos A e PRPA, respectivamente.
HE e Tricrobmio de Mallory, aumento original 50x e 200x.
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5.3.3 Sessenta dias

Nos grupos C (Figura 16a) e PRP (Figura 16b), observou-
se que a regido do defeito estava preenchida, tanto por tecido 0sseo
maduro quanto por imaturo, e por tecido conjuntivo osteogénico. Os
limites do defeito mostravam-se indefinidos e a espessura da area do
defeito encontrava-se semelhante e, por vezes, menor que a espessura
das corticais 6sseas originais. A superficie do defeito mostrava-se
recoberta por tecido conjuntivo fibroso, delimitando o espaco previamente
ocupado pela barreira. Os espacos medulares do 0sso, localizado mais na
periferia do defeito, eram amplos e apresentavam-se preenchidos por
tecido medular, com as mesmas caracteristicas do interior do canal. Nas
porcdes mais centrais, esses espacos ainda eram preenchidos por tecido
frouxo. Areas de remodelacdo e a formacéo de canais de Havers podiam
ser observadas em toda espessura do tecido ésseo.

Os grupos A (Figura 16c) e PRPA (Figura 16d) mostraram
tecido 6sseo neoformado e fechamento quase completo dos defeitos. O
tecido 6sseo era predominantemente vital, com poucos remanescentes de
particulas ndo-vitais, as quais se apresentavam envoltas por tecido 6sseo
neoformado e raros osteoclastos. Nas bordas do defeito, o tecido 6sseo
neoformado apresentava trabéculas 6sseas maduras com a presenca de
medula Ossea e sinais de remodelacdo. Na maioria dos cortes, 0sso
compacto estava presente sob a barreira, levando a forma¢do de um novo
cortex, o qual estava recoberto por uma nova camada periosteal.
Formacgdo 6ssea mais para o interior do canal medular, possivelmente a
partir da particula, também era observada. As particulas 0Osseas
apresentavam-se remodeladas e incorporadas ao tecido 6sseo e, muitas
vezes, ndo era possivel delimita-las. No interior do canal medular da tibia,
por vezes, eram notadas particulas menores circundadas por tecido

conjuntivo fibroso.
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FIGURA 16 - Fotomicrografias das regides dos defeitos 6sseos aos 60 dias: a)
grupo C; b) grupo PRP; c¢) grupo A; d) grupo PRPA. HE e

Tricrémio de Mallory, aumento original 50x.
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5.3.4 Andlise estatistica da histomorfometria

A finalidade do estudo histomorfométrico foi estabelecer a
densidade de volume de matriz 6ssea neoformada e de células O0sseas
dos defeitos nos diferentes grupos estudados.

As densidades de volume de matriz 6ssea, quantificadas
durante o processo de reparacdo 6ssea nos campos microscopicos de
cada periodo avaliado, encontram-se expressas em valor absoluto na
Tabela 17 (Apéndice B). As médias das densidades de volume de matriz
0ssea estdo apresentadas na Tabela 5 e demonstraram que 0s grupos A
e PRPA exibiam maior formacdo de tecido 6sseo quando comparados

com os grupos C e PRP.

Tabela 5 - Médias das densidades de volume de matriz 6ssea neoformada nos
defeitos 6sseos dos grupos estudados nos diferentes periodos

PERIODO GRUPO MEDIA (%) >
C 22,98 15,21
15 A 38,14 22,54
PRP 19,34 16,17
PRPA 59,43 30,83
C 37,61 20,69
A 59,62 19,04
30
PRP 42,53 29,28
PRPA 50,14 26,51
C 53,58 28,81
A 82,55 23,81
60
PRP 50,36 34,85

PRPA 76,40 26,05
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De acordo com os dados, referentes a analise de
variancia (ANOVA), apresentados na Tabela 6, houve diferenca
estatisticamente significante entre as densidades de volume de matriz
O0ssea dos diferentes grupos e periodos estudados, determinada pelos

valores de p encontrados, inferiores a 0,05 (nivel de significancia).

Tabela 6 - Resultado da analise de variancia (ANOVA) para os dados da
densidade de volume de matriz 6ssea neoformada

FONTE DE VARIACAO p

Grupo 0,0001
Periodo 0,0001
Grupo*periodo 0,1370

O teste de comparacdo multipla de Tukey revelou
diferenca estatisticamente significante entre os grupos A e PRPA e C e
PRP (Tabela 7).

Tabela 7 - Resultado do teste de Tukey para os dados da densidade de
volume de matriz 6ssea neoformada nos diferentes grupos

GRUPO DENSIDADE GRUPOS HOMOGENEOS
PRPA 61,99 A
A 60,10 A
C 38,06 B
PRP 37,41 B

O teste de comparacdo multipla de Tukey para os
diferentes periodos revelou diferenca estatisticamente significante entre

todos os periodos (Tabela 8).
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Tabela 8 - Resultado do teste de Tukey para os dados da densidade de
volume de matriz 6ssea neoformada nos diferentes periodos

PERIODO DENSIDADE GRUPOS HOMOGENEOS
60 65,72 A
30 47,47 B
15 34,97 C

A Figura 17 representa a evolugdo das médias da
densidade de volume de matriz 6ssea dentro de cada grupo analisado, ao
longo dos periodos. De acordo com o grafico, pode-se constatar que
houve uniformidade na progressdo das médias da qualidade de matriz

0ssea neoformada no decorrer dos periodos analisados.
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FIGURA 17 - Representacdo grafica da evolucdo das médias de densidade de
volume de matriz 6ssea neoformada nos grupos C, A, PRP e
PRPA aos 15, 30 e 60 dias
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O numero de ostedcitos e sua relacdo com a area de
matriz 6ssea neoformada quantificados durante o processo de reparacao
0ssea nos campos microscépicos de cada periodo avaliado, encontram-
se expressas em valor absoluto na Tabela 18 (Apéndice C). As médias de
ostedcitos quantificadas de cada periodo avaliado estdo expressas ha
Tabela 9.

Tabela9 - Médias de ostedcitos por area (/10°um?) quantificadas nos defeitos
0sseos dos grupos estudados nos diferentes periodos

PERIODO GRUPO MEDIA (%) o
C 1,36 0,27
A
15 1,58 0,58
PRP 216 0,87
PRPA 1,74 0,58
c 1,20 0,28
A
30 1,10 0,16
PRP 1,16 0,58
PRPA 0,99 0,21
C 1,27 0,27
A
50 0,93 0,26
PRP 1,36 0,30
PRPA 0,96 0,16

De acordo com os dados, referentes a analise de
variancia (ANOVA), apresentados na Tabela 10 houve diferenca
estatisticamente significante entre os diferentes grupos e periodos
estudados, determinada pelos valores de p encontrados, inferiores a 0,05

(nivel de significancia).
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Tabela 10 - Resultado da andlise de variancia (ANOVA) para os valores de
ostedcitos quantificados nos defeitos 6sseos

FONTE DE VARIACAO P

Grupo 0,0236
Periodo 0,0001
Grupo*Periodo 0,2627

O teste de comparagcdo multipla de Tukey para os
diferentes grupos revelou diferenca estatisticamente significante somente
para o grupo PRP (Tabela 11).

Tabela 11 - Resultado do teste de Tukey para os valores de ostedcitos
quantificados nos defeitos 6sseos nos diferentes grupos

GRUPO MEDIA GRUPOS HOMOGENEOS
PRP 1,6117 A
C 1,2878 A B
A 1,2183
PRPA 1,2172

O teste de comparacdo multipla de Tukey para o0s
diferentes periodos revelou diferenca estatisticamente significante

somente para os 15 dias (Tabela 12).

Tabela 12 - Resultado do teste de Tukey para os valores de ostedcitos
quantificados nos defeitos 6sseos nos diferentes grupos

PERIODO MEDIA GRUPOS HOMOGENEOS
15 1,7246 A
60 1,1412 B

30 1,1354 B
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A Figura 18 representa a evolucdo das médias de
ostedcitos por area dentro de cada grupo analisado, ao longo dos
periodos. De acordo com o gréafico, pode-se constatar que houve maior
guantidade de osteocitos por area no periodo de 15 dias, sendo mais

significante no grupo PRP.
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FIGURA 18 - Representacdo grafica das médias de ostedcitos por area
(/10%um?) de matriz 6ssea neoformada nos grupos C, A, PRP e
PRPA aos 15, 30 e 60 dias

5.4 Propriedades biomecanicas

A forca de compressao aplicada para a falha do espécime
guantificada durante os testes das propriedades biomecéanicas, em cada
periodo avaliado, foi expressa em valor absoluto na Tabela 19 (Apéndice

D). As médias das medidas de forca estdo apresentadas na Tabela 13.
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Tabela 13 - Médias da forca de compressao aplicada para a falha do espécime
nos defeitos 6sseos dos grupos estudados nos diferentes periodos

PERIODO GRUPO Oc o
C 4,06 1,45
A 18,07 6,54
30
PRP 1,40 0,74
PRPA 15,92 4,50
C 4,43 0,74
A 14,90 3,44
60
PRP 3,07 0,99
PRPA 12,29 3,82

De acordo com os dados, referentes a analise de
variancia (ANOVA), apresentados na Tabela 14 houve diferenca
estatisticamente significante entre as forcas de compressao dos diferentes
grupos estudados determinada pelos valores de p encontrados, inferiores
a 0,05 (nivel de significancia) e que nao houve variacdo significativa nos

diferentes periodos.

Tabela 14 - Resultado da analise de variancia (ANOVA) para os dados da forca
de compressdo aplicada para a falha do espécime nos defeitos

6sseos
FONTE DE VARIAC;,Z\O p
Grupo 0,0001
Periodo 0,2800

Grupo*periodo 0,2438
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O teste de comparacdo mdultipla de Tukey revelou que
somente houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos C e
PRP e os grupos A e PRPA (Tabela 15).

Tabela 15 - Resultado do teste de Tukey para os dados da forca de compressao
aplicada para a falha do espécime nos defeitos Gsseos para 0s
diferentes grupos

GRUPO DENSIDADE GRUPOS HOMOGENEOS
A 16,49 A
PRPA 14,11 A
C 4,25 B
PRP 2,24 B

As andlises desses resultados, expressados na Figura 19,
demonstraram que os grupos A e PRPA exibiam maior resisténcia a

compressao quando comparados com o grupo C e PRP.
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FIGURA 19 - Representacdo grafica das médias das forcas de compresséo
aplicada para a falha do espécime nos grupos C, A, PRP e PRPA
aos 30 e 60 dias



6 DISCUSSAO

O evento central para a regeneracado 6ssea € a conversao
de células progenitoras com sua matriz extracelular (MEC) relativamente
modesta em tecidos esqueléticos funcionais caracterizados por uma MEC
volumosa e especializada’®. Devido & auséncia da cascata complexa de
sinalizacdo, caracteristica dos eventos iniciais embrionéarios, é improvavel
que estratégias de reconstrucdo do tecido adulto possam recapitular
morfologias distintas enquanto forma um novo tecido 0sseo. Assim,
protocolos de regeneracdo de engenharia tecidual descrevem a
necessidade de um arcabouco que deve restabelecer os contornos e
integrar molecular e funcionalmente os tecidos. Tais arcaboucos precisam
fornecer células reparadoras ou seus progenitores, devem prover locais
de ligacéo para células reparadoras enddgenas, bem como estimular tais
células no processo de reparacdo, aléem de garantir 0 espagco para a
integracdo da MEC especializada ao 0sso natural.

Na implantodontia, tém-se buscado modificagbes de
técnicas atuais de enxertos 0sSseos para prover uma regeneracao mais
rapida com osso mais denso. Um material de enxerto 6sseo ideal deveria
ser capaz de produzir 0sso por osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducao, remodelar o material de enxerto inicial a osso lamelar
maduro, manter o volume 6sseo em fungdo, ser biocompativel, de facil
obtencdo e manutencdo, sem perda da viabilidade, e apresentar baixa
antigenicidade®*3,

O principal impedimento para 0 sucesso da regeneragao
0ssea €, em contraste com a osteogénese, a rapida formacao de tecido

conjuntivo. Assim, a invasdo dos tecidos moles, localizados nas
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adjacéncias, pode prejudicar ou impedir completamente a formacédo de
tecido 6sseo na regido desejada®®*'. Para evitar essa situac&o, langcamos
mao da utilizacdo da técnica de ROG, utilizando uma barreira ndo porosa
de PTFE para recobrir os defeitos 0sseos e, dessa forma criar um espaco
no qual o coagulo sanglineo possa permanecer estabilizado,
proporcionando um ambiente favoravel para que a osteogénese possa
ocorrer. O sucesso do uso de barreiras fisicas no tratamento de diversos
tipos de defeitos 6sseos e a sua biocompatibilidade e efetividade
comprovada cientificamente tém possibilitado a sua aplicacao
C”nica32'34'35'41.

O enxerto 0sseo autégeno € considerado o melhor
material, quando se avalia 0s resultados alcancados, por apresentar
potencial osteoindutivo e osteocondutivo, sendo também uma fonte de
células osteoprogenitoras, além de nao oferecer risco de rejeicdo
imunolégica ou possibilidade de transmissdo de doencas'®?*3**°. Grande
guantidade de material de enxerto muitas vezes € necessaria e somente
fontes extra-orais poderiam fornecer o volume adequado. Entretanto, a
hospitalizacdo, anestesia geral e a morbidade do local doador séo alguns
inconvenientes associados com a obtencdo de osso autégeno*’. Essas
desvantagens implicam na necessidade de materiais alternativos e varios

4663 tilizados isoladamente,

substitutos 0sseos tém sido pesquisados
servindo como arcabougo osteocondutivo, ou associados ao enxerto
autogeno para melhorar a qualidade 6ssea da regido tratada.

Recentes avancos na reconstrucao de defeitos 6sseos de
diversas naturezas e na osteointegracdo de implantes enddsseos tém
sido dirigidos para aumentar e melhorar os mecanismos intrinsecos da
resposta celular e a aplicacdo de substancias tépicas tem chamado a
atencdo. Baseado no sangue autdgeno e seus componentes, o PRP
contém fatores de crescimento com acdes mdultiplas, que agem na

ativacao, proliferacédo, diferenciacdo e quimiotaxia de diversas células,
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acelerando a reparacdo tecidual e influenciando a densidade
ésseal'5'12’21'62.

Seu uso € baseado na idéia que grande numero de
plaquetas libera quantidades significantes de fatores de crescimento que
promovem a quimiotaxia de células precursoras, induzem a diferenciagéo
e proliferacao celular, a producdo de colageno e o inicio de crescimento

VaSCU|ar3'31'37'38'53'56'57.

Em nossos estudos, foi notéria a presenca de
maior crescimento vascular nos grupos tratados com o PRP, comparados
aos grupos sem tratamento que exibiam angiogénese mais discreta e
tecido conjuntivo osteogénico mais denso.

Por ser uma preparagdo autdgena, o PRP é
inerentemente seguro e dessa maneira livre de cogitacbes sobre a
transmissdo de doencas®, o que torna seu uso bem aceito pelos
pacientes. Sua preparacdo envolve o isolamento do plasma a partir do
sangue total, apés a qual a formacao de gel é obtida utilizando cloreto de
célcio e trombina bovina topica. Entretanto, tem sido relatado que o uso
de trombina bovina estd associado com o desenvolvimento de uma
reacdo autoimune, levando a risco de coagulopatias®®. Porém, as reacgées
adversas informadas dependem da quantidade e fonte de trombina
usada, sendo documentadas diferencas de pureza em varios produtos®:,
Assim, tém sido sugerido que métodos alternativos de ativacdo do PRP

293058 Baseado nessas

precisam ser estudados e estar disponiveis
informacdes, para a obtencdo da geleificagdo, que ocorria em um tempo
medio de 15 minutos, utilizamos somente o cloreto de célcio.

Uma desvantagem do uso do PRP relacionado a enxertos
0sseos € a auséncia de BMPs, as mais potentes proteinas osteoindutivas,
as quais promovem a diferenciacdo de células mesenquimais na linhagem
osteoblastica e sdo os Unicos fatores de crescimento conhecidos por
induzir a formacdo dssea ectopica®. Alguns trabalhos discutem que a
falta de efeito do PRP possa ser resultado de uma insuficiente

concentracdo plaquetaria, sendo os fatores de crescimento presentes no
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PRP dependentes da técnica utilizada para a sua obtencdo. Como o
tamanho das plaquetas e sua densidade diferem entre coelhos e
humanos, a verificacdo de sua concentracdo foi realizada, apesar da
evidéncia cientifica quando utilizado o presente protocolo para obtencao
do PRP%,

A concentracdo plaquetaria teve um aumento médio de
3,8 vezes comparado ao sangue total, 0 que é equivalente a estudos que
relataram um efeito positivo com o PRP®*"*®, O método também se mostra

reprodutivel, de facil aplicacdo e sua preparacdo demora cerca de 45

7

minutos, apos a coleta do sangue. Esta concentracdo é maior que a

3,30

observada em outros protocolos®® que ndao conseguiram chegar a um

aumento de 2 vezes a concentracdo plaquetaria no sangue e semelhante

59-62

as concentracdes obtidas pelos métodos automatizados™ ¢, que variaram

em até 6 vezes superiores. Outros trabalhos descreveram aumentos

maiores em algumas contagens'®?®®* mas ndo encontraram uma

correlacdo entre a concentracdo no PRP e nova formacdo 6ssea®?’,
enquanto outros relataram efeitos positivos ou ainda uma reacao inibitoria
paradoxal em maiores concentracées®>°.

A utilizacdo e os beneficios do PRP tém sido descritos

em diversos procedimentos de enxertos 0sseos em rebordos

reabsorvidos*"*®, técnicas de levantamento do assoalho do seio
maxilar?®3%444”  ou  concomitantes & instalacdo imediata de
implantes'*?"4%4’ " Entretanto, seu uso tem gerado controvérsias e

estudos anteriormente realizados mostraram que a associagcéo do PRP ao

enxerto autégeno ou aos substitutos 6sseos aumentou a porcentagem de

39,52

osteogénese e a formagéo Ossea , enguanto outros encontraram

efeitos benéficos somente nas fases iniciais da reparacdo®®’. Por outro

lado, resultados de algumas pesquisas nao revelaram diferencas

2,14,24,25,51,54

significantes ou mostraram um menor nivel de formacao éssea

e um atraso na remodelacdo de enxertos 0sseos quando o PRP foi

9,51

adicionado No presente trabalho ndo foi observada diferenca
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guantitativa ou qualitativa na neoformacdo Ossea quando o PRP foi
utilizado.

No exame dos dados radiograficos foi questionavel que a
densidade O0ssea mais elevada foi observada no periodo inicial. Apés a
analise histomorfométrica foi notado que esses locais tinham
significantemente mais osso devido a formagdo de calo 0sseo. Nos
grupos que receberam enxerto, a maior densidade se deveu também a
presenca de particulas que ainda ndo tinham sido reabsorvidas.
Entretanto, houve perda do limite da regido do defeito observada
radiograficamente nos periodos mais tardios e as imagens nos grupos
enxertados eram mais homogéneas, confirmadas pelos achados
histologicos que mostraram o processo de reabsor¢cdo e integracdo das
particulas.

O processo de remodelacdo fisiologica do osso de
humanos e de coelhos é similar, mas, diferencas na arquitetura total do
cortex existem®. O osso cortical é lamelar, como 0 0sso humano, mas
inclui menor quantidade de canais haversianos e ésteons caracteristicos
de corticais 6sseas mais espessas de primatas. Coelhos sdo comumente
utilizados como modelo experimental para a avaliacdo da incorporacao de
enxertos 60sseos e imunogenicidade. Dessa forma, uma definicdo de
mudancas nas propriedades mecanicas permite uma correlacdo de
parametros bioldgicos, imunolégicos e biomecéanicos da fungdo do enxerto
no mesmo animal.

Além do volume 6sseo, outro fator de grande importancia
para o correto planejamento terapéutico e progndstico para a reabilitagdo
implantossuportada é a qualidade 6ssea®. O tecido 6sseo compacto
homogéneo pode dificultar a preparagdo da loja cirdrgica provocando
sobreaquecimento do tecido 6sseo, podendo ocorrer areas de necrose,
aumento da atividade osteoclastica, vascularizacdo local reduzida e
consequente diminuicdo dos mecanismos de reparo em torno dos

implantes. Uma camada cortical e a densidade do 0sso esponjoso
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suficiente garantem boa vascularizacdo, permitindo 6timas possibilidades
de reparo do tecido 6sseo e a estabilidade primaria dos implantes. Em
condicBes de densidade diminuida do componente esponjoso e cortical
muito delgada tem-se sugerido a associacdo do PRP para acelerar a
reparacao inicial e aumentar a densidade o6ssea local, melhorando o
resultado do tratamento com implante.

A resisténcia do o0sso estad relacionada ao conteudo
mineral, colageno e sua inter-relacdo, e a do enxerto 6sseo depende
ainda do processo reparativo que esta ocorrendo, variando de acordo a
reabsorcdo e neoformacdo 6ssea'®??*?434°% Nos grupos A e PRPA
havia maior resisténcia decorrente da presenca de particulas de enxerto
autégeno e de seu efeito osteogénico, osteoindutor e osteocondutor, e da
formacéo de calo 6sseo, associado ao trauma mecanico da confec¢éo do
defeito. O PRP influenciou o desenvolvimento de tecido conjuntivo com
caracteristica mais delicada o que pode também ter influenciado os
resultados inferiores observados nos grupos onde a associacdo foi
realizada.

Por outro lado, quando a regido do enxerto for submetida
a cargas, colapso ou fratura provavelmente nao irdo ocorrer desde que
elas estejam dentro de seu limiar de resisténcia'®***. Entretanto, no
presente trabalho, traumas externos prematuros, como insercdes
musculares, movimentagfes, areas de impacto ou falta de imobilizacao,
influenciaram negativamente a evolucdo do processo de reparo,
diminuindo a resisténcia biomecanica e impedindo o fechamento completo
dos defeitos nos periodos avaliados. Além disso, 0 processo
fisiopatolégico da reparacdo do defeito 6sseo estimula a reconstrugdo do
canal medular, como foi observado histologicamente pela maior
reabsorcdo das particulas enxertadas nesse local.

Como mencionado anteriormente, fatores de crescimento
liberados a partir do PRP agem sobre células locais, como osteoblastos e

fibroblastos* e seu uso tem mostrado propriedades angiogénicas e
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osteogénicas em modelos animais®, além de outras propriedades
osteoindutivas®. O Gnico aumento significante da neoformacdo 6ssea foi
nos grupos que receberam enxerto, porém, a adicdo do PRP nao
influenciou positivamente sua quantidade ou qualidade, apesar da
presenca de maior numero de células osteogénicas.

A necessidade de células vitais combinadas ao PRP
ainda é questionavel, e, quando associado a materiais osteocondutores
tem sido relatado resultados semelhantes com relacéo a taxa de formacgéo

2848 5u mesmo um aumento da sua natureza osteocondutiva®®??,

0ssea
comparados aos locais onde esses biomateriais foram utilizados
isoladamente. Para avaliar efetivamente o efeito do PRP sobre a
formacdo Ossea o ideal seria um modelo experimental de enxertos
bilaterais, sendo a Unica variavel controlada a adicdo de PRP. No grupo
PRPA, uma camada de tecido conjuntivo fibroso foi notada adjacente as
particulas ndo-vitais no interior do canal medular, o que poderia ser
explicada pela acdo quimiotatica de TGF-B sobre fibroblastos. Dessa
forma, persiste a indagacéo que a aplicacdo do PRP somente ira resultar
em neoformacdo Ossea acelerada se células especificas, como
osteoblastos e ostedcitos, estiverem presentes.

Para que ocorra a vascularizacdo das particulas do
enxerto é necessario um processo de reabsorcdo do osso compacto pelos
osteoclastos, para permitir as estruturas vasculares que invadam canais
de Havers e de Volkman. A neoangiogénese nesses enxertos esta,
portanto, bastante diminuida e como consequéncia, muitas células
tornam-se necréticas. Uma vez completada a angiogénese, inicia-se a
etapa de reconstituicdo segundo o denominado creeping substitution na
gual os osteoblastos depositam matriz ostedide ao redor das células
necroéticas as quais, por sua vez, vao sendo gradualmente reabsorvidas
pelos osteoclastos”®.

A atividade de osteoclastos ndo pode ser medida por

meios histomorfométricos'®, mas a taxa aumentada de remocdo de 0sso
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sugere que maior quantidade de osteoclastos, com maior niamero de
nacleos, estava agindo nos locais enxertados associados ao PRP. Apesar
da maior vascularizacdo observada nos periodos iniciais nos grupos
tratados com PRP, ndo houve diferenca no resultado final da formacao
0ssea nesse modelo experimental, utilizando osso de origem
endocondral. Entretanto, quando associado ao enxerto de origem
intramembranosa, resultados semelhantes foram encontrados®'342448
demonstrando que a capacidade regenerativa do PRP € de baixa
poténcia, ndo tendo efeito significativo na regeneracéo 0ssea.

Em contraste com os relatos anteriores, a adigdo do PRP
a enxertos 0sseos resultou no aumento da densidade Ossea na
reconstrucdo de defeitos 6sseos maiores®”**%, Em discordancia, nosso

estudo e outros??4>°

nao confirmaram a reparacao em defeitos de menor
magnitude. Dessa forma, devido a acéo reguladora local do PRP na
regeneracao Ossea, pode ocorrer um efeito benéfico em defeitos de
tamanho critico ou com a vascularizacdo comprometida, enquanto nao
tem efeito adjuvante em defeitos menores como os do presente modelo.
Um defeito de tamanho critico num modelo em coelhos € de 15 mm o que
ndo poderia ser criado no osso parietal ou tibia, em decorréncia do
pequeno tamanho desses 0ssos. Aléem do mais, havia a necessidade de
controle sem enxerto e sem PRP para evitar a interferéncia de acéo de
outros materiais ou variagdbes nas concentracfes plaquetarias entre
diferentes animais.

A identificagdo de diferentes constituintes teciduais e tipos
celulares pode ser melhor realizada mediante o uso de técnicas de
imunohistoquimica®. Para evitar a ocorréncia de erro e contagens
incorretas de osteoblastos e osteoclastos, realizamos a contagem de
ostedcitos que podem ser identificados com mais precisdo devido sua
localizacdo no interior da matriz 6ssea. O resultado da quantificacao
dessas células e sua relacdo com a area de matriz neoformada

demonstraram maior numero de osteécitos por area no grupo PRP,
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seguido pelos grupos PRPA, A e C, todos no periodo inicial. Como néo foi
observada maior quantidade 6ssea nesse grupo, sugere-se que a maior
guantidade de células esteja relacionada as trabéculas mais imaturas.

Da mesma forma, o maior numero de osteoblastos néo
significa que esteja ocorrendo um aumento da taxa de aposicéo 6ssea por
essas células. Histologicamente, essa mensuracdo somente pode ser
realizada avaliando a distancia entre as faixas de fluorocromos dados em
intervalos especificos. Utilizando essa metodologia, estudos prévios nao
observaram um aumento nessa taxa, apesar do aumento na
concentracdo de fatores de crescimento produzido pelo PRP, porém,
notaram um volume aumentado de novo 0sso e atribuiram ao maior
nimero de osteoblastos trabalhando nos locais enxertados®’.

A osteogénese no periodo inicial foi semelhante,
enquanto aos 60 dias os defeitos mostraram sinais comparaveis de
remodelacdo. A maior celularidade no grupo PRP revelou um osso mais
imaturo e a qualidade do tecido conjuntivo osteogénico representou um
arcabouco mais delicado para guiar o crescimento celular estimulado. Isso
nao exclui a possibilidade de efeito benéfico do PRP nas fases iniciais de
reparacdo Ossea, favorecendo esse processo quando existe alguma
deficiéncia nesses mecanismos.

As correlagdes clinicas desse estudo extrapoladas para o
modelo humano s&o que a associacdo do PRP néo cria um enxerto de
maior densidade trabecular e que o produto final ndo é diferente do
padrédo de volume 6sseo e densidade mineral entre os enxertos, levando
ao questionamento das vantagens tedricas da adicdo do PRP a enxertos
0sseos para reconstrugfes do esqueleto facial. O PRP age como um
adesivo biolégico mantendo as particulas juntas, tornando a manipulagéo
do material muito mais facil, que resiste a movimentacdo durante o
fechamento do retalho e durante o periodo pds-operatorio.

A necessidade de decisbes baseadas em evidéncia,

relativo as recomendacfes e alternativas terapéuticas, sado bastante
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aparentes e a revisdo da literatura ndo demonstra um consenso da
utilidade clinica do PRP, combinado ou ndo a enxertos no tratamento de
defeitos 6sseos para a reabilitacdo estética e funcional do paciente. O
PRP pode ter potencial clinico forte associado com os fatores de
crescimento que contém, mas ha uma necessidade por estudos clinicos
bem-controlados para avaliar a concentragéo ideal dos diferentes fatores
de crescimento e determinar se a aplicacdo de PRP associada a
diferentes substitutos 6sseos e diversas barreiras provéem um efeito

benéfico para a osteogénese.



7 CONCLUSAO

A metodologia empregada e os resultados obtidos neste

estudo nos permitem concluir que:

a)

b)

d)

O PRP, associado ou ndo ao enxerto 6sseo autdgeno,
ndo influenciou na quantidade de matriz 6ssea e
gualidade estrutural do tecido 6sseo formado;

A celularidade da matriz 6ssea neoformada foi maior
no grupo PRP do que nos demais grupos no periodo
del5 dias;

O processo de reabsorcdo das particulas de enxerto
foi mais expressivo no grupo PRPA do que no grupo A,
no periodo de 15 e 30 dias;

O tecido conjuntivo osteogénico nos grupos tratados
com o PRP era do tipo frouxo, enquanto nos néo
tratados era do tipo fibroso;

O PRP promoveu maior vascularizacdo nos periodos
de 15 e 30 dias;

O PRP, associado ou ndo ao enxerto 6sseo autégeno,
nao influenciou a resisténcia biomecéanica e a
densidade Optica do tecido G6sseo formado, sendo
maiores nos grupos A e PRPA quando comparados

aos grupos C e PRP.
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Apéndice A -Dados referentes as imagens radiograficas digitais das
regides dos defeitos 6sseos

Tabela 16 - Médias da densidade Optica aos 15, 30 e 60 dias nos grupos C, A,
PRP e PRPA nos diferentes defeitos (continua)

PERIODO GRUPO MEDIA o

153 24,47

179 15,63

C 163 22,81
152 17,32

179 15,12

190 21,7

208 14,07

A 185 27,63
165 30,6

209 14,35

15

160 22,34

168 19,99

PRP 155 15,52
157 19,85

166 21,58

208 27,47

190 30,09

PRPA 192 30,51
191 29,44

191 30,02
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Tabela 19 - Médias da densidade Optica aos 15, 30 e 60 dias nos grupos C, A,

PRP e PRPA nos diferentes defeitos (continua)

PERIODO GRUPO MEDIA o
174 15,67
161 29,88

183 14
154 11,43

150 23
¢ 157 19,28
168 20,87
166 18,77
173 23,04
158 22,43

30

192 15,62
173 19,57
211 13,16
202 17,96
173 23,22
A 181 18,27
186 18,47
185 18,24
203 16,03
200 20,53
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Tabela 19 - Médias da densidade Optica aos 15, 30 e 60 dias nos grupos C, A,

PRP e PRPA nos diferentes defeitos (continua)

PERIODO GRUPO MEDIA o
144 20,88
143 20,33
150 12,19
150 12,27
150 12,47
PRP 179 15,47
179 15,01
157 18,97
156 16,37
155 26,24
30
170 20,02
190 25,7
190 24,94
192 23,37
202 17,61
PRPA 201 17,31
194 20,89
198 22,11
189 15,73
181 26,78
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Tabela 19 - Médias da densidade Optica aos 15, 30 e 60 dias nos grupos C, A,

PRP e PRPA nos diferentes defeitos (continua)

PERIODO GRUPO MEDIA o

132 11,3
165 27,28
145 15,9
148 28,67
159 31,23

= 139 31,64
163 19,6
174 26,81
172 27,1
173 17,96

60

183 21,39
177 23,45
187 22,15
173 24,33
209 16,65

A 174 21,93
187 23,86
181 29,05
182 17,9
189 20
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Tabela 19 - Médias da densidade Optica aos 15, 30 e 60 dias nos grupos C, A,

PRP e PRPA nos diferentes defeitos (conclusao)

PERIODO GRUPO MEDIA o
130 14,18
182 17,15
151 30,61
134 24,7
158 29,13
PRP 153 27,88
144 20,42
144 18,69
141 21,87
148 20,23
60
186 28,33
204 20,6
185 29,39
172 20,47
178 23,54
PRPA 180 28,15
182 21,12
183 26,83
171 22,42
177 18,74
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Apéndice B - Dados referentes aos achados microscopicos referentes
aos fendmenos morfologicamente detectados no estudo do

reparo 6sseo

Tabela 17 - Densidades de volume de matriz 6ssea, expressa em valor de area
(um?), quantificadas durante o processo de reparagdo Gssea Nnos
campos microscopicos dos grupos C, A, PRP e PRPA em cada

periodo avaliado (continua)

PERIODO CAMPO C A PRP PRPA
TiCl1 70439,26  48590,28 39586,70 30595,72
TiC2 4533523 40702,66 1122927 94672,30
TiC3 28964,75 50489,89 21063,82 76464,17
TiC4 794,87 0,00 2367,70 141050,08
T1C5 39152,91 48505,25 10723,76 137278,97
T2C1 36927,90 41578,11 40287,16 4929427
T2C2 6788,07 137147,25 0,00 143461,45

15 dias T2C3 0,00 33416,41 0,00 142960,10
T2C4 54149,76 70883,57 21114,15 109563,70
T2C5 51065,18 44549,96 49580,38 0,00
T3C1 46878,09 31090,01 5437537 88202,83
T3C2 0,00 88182,13 49302,94 102174,13
T3C3 37821,81 98510,39 0,00 50325,38
T3C4 31211,09 40410,71 55183,83 4848257
T3C5 48769,14 53166,84 64500,36 74366,89
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Tabela 20 - Densidades de volume de matriz 6ssea, expressa em valor de area
(um?) quantificadas durante o processo de reparacdo 6ssea nos
campos microscoépicos dos grupos C, A, PRP e PRPA em cada

periodo avaliado (continua)

PERIODO CAMPO C A PRP PRPA
TiCl 14461,61 91201,07 96206,09 98566,33
T1C2 51841,06 123563,00 73886,43 49764,79
T1C3 0,00 96664,81 4554930 27248,97
T1C4 14461,61 97281,56 63953,83 27286,10
T1C5 80007,47 79529,78 111704,99 84723,97
T2C1  107769,43 73286,15 111010,26 74683,19
T2C2 61678,97 63653,20 50455,65 121285,36

30 dias T2C3 63105,62 110642,25 13389,02 40229,42
T2C4 7684496 56556,92  1450,72 135602,18
T2C5 62549,50 116810,15 125181,19 71563,26
T3C1 89357,27 107928,21 56222,05 140189,67
T3C2 50029,95 58032,00 13609,53 68029,50
T3C3 25857,42 24672,96 29904,17 26327,36
T3C4 64628,71 79767,81 14605,94 41897,25
T3C5 52993,71 113275,17 115177,21 79866,21
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Tabela 20 - Densidades de volume de matriz 6ssea, expressa em valor de area
(um?) quantificadas durante o processo de reparacdo 6ssea nos
campos microscoépicos dos grupos C, A, PRP e PRPA em cada

periodo avaliado (concluséo)

PERIODO CAMPO C A PRP PRPA
T1C1  106666,07 133181,72 124208,85 143368,20
T1C2  116898,48 143688,21  9533,34 136668,98
T1C3  126230,75 143765,61 0,00 142930,02
T1C4  129739,29 126798,91 0,00 133218,57
T1C5 79356,82 140632,83 70697,07 22292,77
T2C1  122836,62 142807,33 131556,13 124205,44
T2C2 70632,34 132078,13 111168,24 109031,98

60 dias T2C3 0783,47 92833,42 124091,08 118673,78
T2C4 41386,93 77059,05 134703,02 99637,75
T2C5 73015,72 137083,50 77863,75 128254,96
T3C1  109682,80 130501,82 118782,88 130889,97
T3C2 88295,04 20687,77 33249,82 126820,90
T3C3 23378,25 143386,71 22130,28 81021,35
T3C4 15278,63 130898,70 50267,07 31786,95
T3C5 48853,14 94719,21 83852,92 128135,85
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Apéndice C -Dados referentes a contagem de ostedcitos por area
detectados no estudo do reparo 6sseo

Tabela 18 - Contagem de ostedcitos, area e relacdo de ostedcitos por area
guantificada durante o processo de reparacdo 6éssea nos campos
microscopicos dos grupos C, A, PRP e PRPA em cada periodo

avaliado (continua)

PERIODO GRUPO OSTEOCITOS AREA (x10°um® OSTEOCITO/AREA

15 dias

28
23
21
39
28
14
16
22
40
27
25
26
20
21
42
47
56
59
20
24
27
28
59
81

PRP

PRPA

25,76
14,78
13,10
28,02
17,34
13,88
17,01
19,61
15,53
14,47
15,68
16,59
11,06
25,72
15,95
23,46
17,80
19,69
11,56
21,03
19,06
26,51
27,23
32,19

1,09
1,56
1,60
1,39
1,62
1,01
0,94
1,12
2,58
1,87
1,59
1,57
1,81
0,82
2,63
2,00
3,15
3,00
1,73
1,14
1,42
1,06
2,17
2,52
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Tabela 21 - Contagem de ostedcitos, area e relacdo de ostedcitos por area
quantificada durante o processo de reparacdo 0ssea nos campos
microscopicos dos grupos C, A, PRP e PRPA em cada periodo
avaliado (continua)

PERIODO GRUPO OSTEOCITOS AREA (x10%um? OSTEOCITO/AREA

16 15,82 1,01
26 24,00 1,08

20 18,59 1,08

¢ 27 22,66 1,19
28 26,81 1,04

40 22,74 1,76

24 28,36 0,85

30 29,46 1,02

32 27,72 1,15

A 34 32,71 1,04
35 27,22 1,29

36 28,95 1,24

30 dias 26 29,65 0,88
28 29,41 0,95

29 28,37 1,02

PRP 39 32,83 1,19
44 18,33 2,40

30 30,41 0,99

25 31,82 0,79

29 30,12 0,96

29 35,89 0,81

PRPA 30 25,73 1,17
33 32,65 1,01

36 27,04 1,33
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Tabela 21 - Contagem de ostedcitos, area e relacdo de ostedcitos por area
quantificada durante o processo de reparacdo 0ssea nos campos
microscopicos dos grupos C, A, PRP e PRPA em cada periodo
avaliado (concluséo)

PERIODO GRUPO OSTEOCITOS AREA (x10%um? OSTEOCITO/AREA

37 35,02 1,06

34 32,89 1,03

44 31,40 1,40

= 49 35,86 1,37
33 28,84 1,14

44 25,08 1,75

20 35,28 0,57

30 35,90 0,84

31 35,65 0,87

A 34 36,02 0,94
37 28,63 1,29

39 33,76 1,16

60 dias 33 23,24 1,42
36 35,60 1,01

39 26,46 1,47

PRP 40 34,72 1,15
45 35,89 1,25

67 35,83 1,87

26 35,19 0,74

29 35,23 0,82

32 31,90 1,00

PRPA 35 35,92 0,97
36 3217 1,12

39 34,04 1,15
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Apéndice D -Dados referentes aos testes biomecéanicos realizados no
estudo do reparo 6sseo

Tabela 19 - Forca de compressdo (o) aplicada para a falha do espécime
guantificada durante os testes das propriedades biomecéanicas nos
grupos C, A, PRP e PRPA, em cada periodo avaliado (continua)

PERIODO GRUPO Fax o

3,72 4,84

4,27 5,55

C 1,86 2,42
3,77 4,90

2,00 2,60

9,53 12,39

19,38 25,19

A 10,18 13,23
19,39 25,20

11,05 14,36

30 dias

0,71 0,92

1,37 1,78

PRP 0,26 0,34
1,37 1,78

1,66 2,16

10,79 14,02

17,85 23,20

PRPA 13,18 17,13
9,10 11,83

10,32 13,41
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Tabela 22 - Forgca de compressdo (o) aplicada para a falha do espécime
guantificada durante os testes das propriedades biomecéanicas nos
grupos C, A, PRP e PRPA, em cada periodo avaliado (conclusdo)

PERIODO GRUPO Fmax o

3,99 5,19

3,02 3,93

C 3,27 4,25
2,75 3,57

4,00 5,20

10,20 13,26

7,92 10,29

A 12,66 16,45
11,54 15,00

15,00 19,50

60 dias

1,83 2,38

3,70 4,81

PRP 2,13 2,77
2,19 2,85

1,97 2,56

12,66 16,45

6,90 8,97

PRPA 7,81 10,15
12,66 16,45

7,26 9,44
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ANEXO A -Certificado do Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Séo José dos Campos — UNESP
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Monteiro ASF. Platelet rich plasma effects associated to autogenous graft
in rabbit tibias: a histomorfometric, radiographic and biomechanical study
[thesis]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José
dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2007.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of platelet rich plasma
associated or not to autogenous bone graft in bone repair process of tibia rabbits
surgical defects. In this research 25 adult rabbits were used, 2 defects were
accomplished in each tibia, divided into groups: control (C = bone defect only
filled out by blood coagulum), autogenous (A = bone defect + autogenous graft),
PRP (PRP = bone defect + PRP) and autogenous + PRP (PRPA = bone defect
+ autogenous graft + PRP). All of the defects were covered with a PTFE barrier
and after 15, 30 and 60 days there were elapsed. Five animals were sacrificed
by period, being the pieces containing the defects processed for histological and
histomorphometric analysis. Other 5 animals were sacrificed to the 30 and 60
days and submitted to biomechanics analysis and all of the specimens were
submitted to the radiographic examination of the optical density. The
biomechanic, radiographic and histomorphometric results showed larger
resistance, optical density and better bone formation in the groups A and PRPA
when compared with the groups C and PRP. This study demonstrated that there
was not an improvement in the radiographic, mechanics, and bone formation
parameters when PRP was used separately or associated to the autogenous
bone gratft.

KEYWORDS: Platelet rich plasma, bone graft, guided bone regeneration,
membranes, polytetrafluorethylene.
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