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inflamatério nao esteroidal (AINE) na calvaria de ratos. 2018. 54 f.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da Fibrina Rica em Plaquetas
(FRP) no processo inflamatorio em reparo tecidual em calvaria de ratos e sua
consequente reparacgao tecidual associada ou ndo a um anti-inflamatério nao
esteroidal (AINE). Foram utilizados neste estudo 96 ratos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), adultos, com peso corporal entre 400 e 450g. Os animais
foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (n=6), onde no grupo coagulo
(GC) foi realizado o defeito de tamanho critico (5 mm de didmetro) preenchido
com coagulo sanguineo; grupo anti-inflamatorio nao esteroidal (GC + AINE)
com defeito de tamanho critico preenchido com coagulo sanguineo e
administrado cetoprofeno (10mg/kg/dia); o grupo fibrina rica em plaquetas
(FRP) com defeito de tamanho critico preenchido com preparado de fibrina
rica em plaquetas autéloga; e o grupo fibrina rica em plaquetas mais anti-
inflamatorio ndo esteroidal (FRP + AINE) com defeito de tamanho critico
preenchido com preparado de fibrina rica em plaquetas autdloga e
administrado cetoprofeno pela via intramuscular (10mg/kg/dia) durante 3 dias
de pds operatério. Cada grupo foi avaliado nos periodos de 2, 7, 14 e 28 dias
através de anadlises histométricas de area de osso neoformado (AON) e
contagem de células inflamatorias pelo programa IMAGE J. Os resultados
histométricos evidenciaram maior formagao 6ssea e uma maior modulagio
do processo inflamatério, desde os periodos iniciais até os mais tardios, para
o grupo FRP de forma isolada quando comparada a sua associagao com o
AINE, evidenciando assim um retardo na reparacao tecidual para este ultimo
grupo. O grupo AINE isoladamente mostrou ndo conter o processo
inflamatério mesmo nos periodos mais tardios de analise, promovendo,
portanto, um atraso no reparo da ferida. Conclui-se que a FRP sem

associacdo com o AINE foi favoravel nas analises dos periodos



experimentais, auxiliando na resposta inflamatéria e promovendo uma maior

neoformacao ossea.

Palavras-chave: Células sanguineas. Inflamacdo. Plaquetas. Reacgao

hospedeiro-enxerto. Regeneracao 6ssea. Sangue.



GENESINI, TPS. Effect of platelet rich fibrin (FRP) on the inflammatory
and repair process associated or not with a non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAID) in rat calvaria. 2018. 54 f. Trabalho de
conclusdo de Curso - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2018.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of Rich Fibrin on Platelets
(FRP) in the inflammatory process in tissue repair in calvaria of rats and its
consequent tissue repair associated or not with a nonsteroidal anti-inflammatory
drug (NSAID). In this study, 96 adult rats (Rattus norvegicus, albinus, Wistar)
were weighed between 400 and 450g. The animals were randomly divided into 4
groups (n = 6), in which the critical size defect (5 mm diameter) filled with blood
clot was performed in the clot (GC) group; non-steroidal anti-inflammatory group
(GC + NSAID) with critical size defect filled with blood clot and given ketoprofen
(10mg / kg / day); the critical-defect platelet-rich fibrin group (FRP) filled with
autologous platelet-rich fibrin preparation; and the non-steroidal anti-
inflammatory platelet-rich fibrin group (CRP + NSAID) with critical size defect
filled with autologous platelet-rich fibrin preparation and administered ketoprofen
intramuscularly (10mg / kg / day) for 3 days post operative. Each group was
evaluated at periods of 2, 7, 14 and 28 days by means of histological analyzes of
neoformed bone area (AON) and count of inflammatory cells by the IMAGE J
program. The histometric results showed greater bone formation and a greater
modulation of the process inflammatory from the initial to the later periods for the
FRP group alone when compared to its association with NSAID, thus evidencing
adelay in tissue repair for the latter group. The NSAID group alone did not contain
the inflammatory process even in the later periods of analysis, thus promoting a
delay in bone repair. It was concluded that the FRP without association with the
NSAID was favorable in the analyzes of the experimental periods, aiding in the

inflammatory response and promoting a greater bone neoformation.

Keywords: Blood cells. Inflammation. Platelets. Host-graft reaction. Bone
regeneration. Blood.
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1 INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

Os derivados de plaquetas surgiram como uma ferramenta
terapéutica promissora para periodontia, cirurgia bucomaxilofacial,
ortopedia e dermatologia devido suas propriedades auxiliarem na
reparagdo tecidual.(t 2 Diversos estudos foram desenvolvidos para
verificar a eficacia do plasma rico em plaquetas (PRP) na pratica
reconstrutiva odontologica. No entanto, é possivel observar divergéncias
e resultados conflitantes, sendo questionavel seu efeito devido os
diversos protocolos de obtencg3o.(*3)

Uma segunda geragao de concentrados plaquetarios, proposta por
Choukroun em 2001, realizada através do preparo do sangue autologo
com centrifugacdo unica e sem adicdo de antiagregante plaquetarios,
vem sendo utilizado em trabalhos clinicos*”) e laboratoriais®'". A
centrifugacéao é obtida de acordo com o protocolo proposto por Choukron,
realizando a coleta sanguinea através do tubo de vidro revestidos de
plastico estéril € colocado na centrifuga a 2700 rpm durante 12 minutos('?
13). Apesar de menor nimero, quando comparado com o PRP, os estudos
elucidando os efeitos do FRP apresentam mais homogeneidade, com os
indicadores convergindo-se a melhora da reparacdo tecidual e
neoformagédo déssea com o uso do FRP®. Por causa de resultados
encorajadores de varios estudos clinicos(® 1% 14-16) g nimero de pesquisas
que visam elucidar as nuances envolvidas na utilizagcao de plaquetas em
pacientes vem crescendo de forma expressiva®®. A diferenca de resultado
do FRP comparado ao PRP pode ser justificada devido ao processamento
do primeiro formar uma rede de fibrina complexa com encarceramento de
células, plaquetas e componentes sanguineos que sao responsaveis pela
liberagao de citocinas e fatores de crescimento de maneira mais lenta do
que o PRP. A presenca destes fatores nos primeiros momentos
inflamatdrios podem influenciar o processo de reparagao do sitio dsseo
afetado®)(17-19),

Para que ocorra a reparagao tecidual sdo necessarios trés estagios

do processo de reparacao em que o primeiro € constituido inicialmente
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pelo estagio inflamatério que deve durar de 3 a 5 dias, em que ocorrera
duas fases, a vascular e a celular. Inicialmente a vascular age causando
vasoconstriccdo minimizando o efeito hemorragico, em seguida na fase
celular, histaminas e prostaglandinas liberadas por leucécitos iniciam a
liberacdo de mediadores quimiotaxicos, causando vasodilatacdo e
abrindo pequenos espagos entre as células endoteliais, 0 que permite o
extravasamento de plasma e a migragao de leucdcitos para o interior do
tecido intersticial, causando edema. A migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares tem como funcéo primordial a eliminacdo de corpos
estranhos e microorganismos invasores. Por apresentar estas
caracteristicas o estagio inflamatério se torna indispensavel para
reparacao tecidual, mas quando ele ocorre de forma exacerbada leva ao
atraso da cicatrizagéo elevando a morbidade da ferida(?%-24),

Um evento fundamental observado durante o processo inflamatério
€ a liberagdo de acido araquidénico a partir de membranas celulares
danificadas, mediante exposigédo a enzima fosfolipase A2(?%), Essa etapa
pode ser inibida indiretamente pela acdo de um grupo de potentes
agentes anti-inflamatoérios conhecidos como glicocorticoides. A partir
desse ponto, o metabolismo oxidativo do acido araquidénico pode
prosseguir ao longo de duas vias divergentes. Uma dessas vias utiliza a
enzima cicloxigenase (COX). A outra via utiliza a enzima lipoxigenase.
Virtualmente todas as células do organismo, exceto as hemacias,
possuem COX, enquanto a lipoxigenase parece limitar-se as células
inflamatarias (neutréfilos, mastdcitos, eosindfilos e macrofagos)(26-30),

Atualmente esta bem estabelecido que existem duas isoformas de
COX. A COX- 1 é considerada uma isoforma constitutiva ou “de
manutengao” (housekeeping), sendo a principal isoforma encontrada em
tecidos normais. Essa isoforma esta sempre presente em todos os
tecidos, incluindo sistema nervoso central (SNC), mucosa gastrica,
plaquetas e rins. Na mucosa gastrica, a COX-1 desempenha papel
importante na sintese de PGs envolvidas na formagao da barreira muco-
protetora contra a agdo do acido gastricol?®:27-29) Nas plaquetas, a COX-
1 é fundamental para a produgao de tromboxana e suas subsequentes

propriedades agregantes plaquetarias necessarias a uma adequada



15

homeostasia®@® 3"), A maior parte da COX-2 corresponde a uma isoforma
induzivel que é suprarregulada (upregulated) por citocinas, fatores de
crescimento e mitdégenos, entre outros produtos, os monocitos,
macroéfagos, células endoteliais, condrocitos, sinoviocitos e osteoblastos
humanos®' 32), Essa isoforma esta associada as elevadas concentragbes
de PGs observadas durante a inflamagdo, dor e febre. Embora
inicialmente se esperasse que os produtos da COX-2 participassem
somente na inflamagdo e em outros processos patologicos, atualmente
sabe-se que os produtos de oxidagcdo dessa isoforma auxiliam na
regulacdo de alguns processos fisiolégicos normais, tais como a
manutengdo da adequada eliminagdo de agua e sodio (Na*) através dos
rins, a inibicdo da agregacéo plaquetaria em excesso e a dilatagéo de
certos leitos vasculares(33-3%),

As PGs e outros metabdlitos ativos dos endoperdxidos
intermediarios (p. ex., PGI2 e tromboxana A2 [TXA2]) exercem uma
multiplicidade de efeitos em quase todos os processos bioldgicos
examinados até o momento. Esses processos incluem a contragao e o
relaxamento da musculatura lisa, a permeabilidade vascular, o transporte
renal de eletrdlitos e agua, a secrecao gastrintestinal (Gl) e pancreatica,
diversas fungcdes do SNC e do sistema nervoso autdbnomo (SNA),
liberagdo de horménios (p. ex., hormdnio do crescimento, esteroides e
gonadotropinas), lutedlise e parto, lipdlise, reabsor¢ao 6ssea e agregacao
plaquetaria. Nao s6 os processos afetados sado diversos e os efeitos
complexos, mas também as diferentes PGs e moléculas relacionadas
parecem ocasionalmente exercer agbes antagbnicas. Assim, a PGE2 e a
PGI2 geralmente causam vasodilatacdo e inibem a agregacao
plaquetaria, enquanto a TXA2 provoca vasoconstricao e induz agregacao
plaquetaria®).

Os antiinflamatérios nao esterioidais (AINES) sdao metabolizados
no figado e excretados nos rins, além disso, os nao seletivos para
ciclooxigenase 2 (COX-2) possui agao de inibicao da protegao gastrica
fisiolégica. Em pacientes higidos, sua utilizagdo no curto periodo pés-
cirurgico néo representa risco no desenvolvimento de efeitos colaterais

de suas fungbes normais, porém, em pacientes descompensados dos
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sistemas gastrico, renal, hepatico e cardiolégicos podem representar
risco de agravamento de sua condigdo®7),

A resposta inflamatéria acarreta consequente morbidade devido
aos sinais flogisticos que geram desconforto no periodo pés-cirurgico que
se resumem em dor, perda funcional e edema ao paciente. As citocinas
endogenas presentes na FRP teoricamente poderiam servir de
moduladores locais da resposta inflamatéria pds- traumatica através da
liberagéo de fatores que influenciam na quimiotaxia(®).

Quando inserido nos alvéolos pds exodontia de terceiros molares
inferiores, além da melhora do reparo 6sseo e cicatrizagdo gengival, a
FRP também proporcionou consideravel diminuicdo da dor, indicando
influéncia deste no controle de mediadores quimicos da inflamagéo.®
Dohan et al, afirma que a FRP apresenta o potencial de acao
antiinflamatorio, mas apenas estudos in vitro até entdo foram conduzidos
com o objetivo de avaliar o seu potencial efeito. (38 39)

A membrana confeccionada através da FRP tem uma rede
semelhante a fibrina que leva a migracao e proliferagdo celular mais
eficiente, gerando assim a reparagédo tecidual mais rapida. Estudos
recentes tém descrito a capacidade do aumento na proliferagdo de
osteoblastos em ratos e humanos, causada pelo aumento da expressao
osteoprotegerina e fosfatase alcalina® 4%, A melhoria de cicatrizagéo de
feridas, diminuicdo da dor e aumento da densidade 6ssea destaca o uso
de FRP como um meétodo valido para a promocgédo e aceleragdo da
reparagao tecidual. Estudos mais abrangentes sdo necessarios para
entender os aspectos fisioldgicos e histolégicos da FRP na cicatrizagao
de tecido mole e duro.? 5 8),

As citocinas e fatores de crescimento presentes na FRP possuem
grande influéncia na resposta inflamatéria. Infelizmente seu impacto tem
sido quase completamente negligenciado na literatura.“! Apesar de
encontrarmos 0 aumento das pesquisas acerca da resposta celular e
metabdlica da FRP, estes se concentram quase que exclusivamente no
potencial de reparo 6sseo, epitelial e antimicrobiano ignorando o efeito de
modulador da resposta inflamatdria de tais citocinas e fatores de

crescimento®),



17

Em relagdo ao modelo experimental, a calvaria de ratos foi eleita,
por ser um modelo ja bastante consolidado na literatura®*-48). O estudo
do reparo 6sseo com defeitos criticos € interessante por proporcionar a
andlise do comportamento de biomateriais durante o processo
cronoldgico do reparo, bem como as respostas inflamatérias, nos

diferentes momentos do reparo 0sseo“#4-48),
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2 OBJETIVO

O trabalho objetivou avaliar o efeito da FRP no processo inflamatério e
reparo 0sseo em defeitos criticos em calvaria de ratos associada ou ndo a um

anti-inflamatdério ndo esteroidal (AINE).
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3 MATERIAIS E METODOS

96 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), adultos, com peso corporal
entre 400 e 450g, foram selecionados para os experimentos desta pesquisa. Os
animais foram cedidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba
— FOA, UNESP onde foram mantidos em gaiolas (com 5 até animais cada), em
ambiente climatizado, e alimentados com racdo solida padrédo e agua “ad
Libitum”, durante todo o experimento. Os animais foram divididos aleatoriamente
em 4 grupos equitativos que compuseram a amostra do trabalho (Figura 1):

- Grupo coagulo (GC): defeito de tamanho critico preenchido com coagulo

sanguineo;

- Grupo anti-inflamatério nao esteroidal (GC + AINE): defeitos de tamanho
critico preenchidos com coagulo sanguineo e administrado cetoprofeno
(10mg/kg dia).“®
- Grupo fibrina rica em plaquetas (FRP): defeitos de tamanho critico
preenchidos com preparado de fibrina rica em plaquetas autéloga.

- Grupo fibrina rica em plaquetas e AINE (FRP + AINE): defeitos de

tamanho critico preenchidos com preparado de fibrina rica em plaquetas

autdloga e administrado cetoprofeno (10mg/kg dia).“®)

Cada grupo foi avaliado nos periodos de 2, 7, 14 e 28 dias pds-operatorios pois,
sdo periodos adequados para observacdo e analise, desde o momento da
instalacdo do processo inflamatorio (2 dias) até o recrutamento celular de
ostedcitos, osteoblastos e demais células envolvidas (7 e 14 dias) para darem

inicio da neoformacéo 6ssea ( 14 e 28 dias).
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Figura 1: Representagdo esquematica dos grupos e tempos experimentais

utilizados.

2 dias n =6

7 diasn=6

Grupo Coagulo

n=24
14 diasn=6

28 diasn=6

2 dias n =6

7 diasn=6
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n=24

14 diasn=6

28 diasn=6

96 Ratos

2 dias n =6

7 diasn=6

Grupo FRP
n=24
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2 dias n =6
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Grupo FRP+AINE
n=24

14 dias n =6

28 diasn=6

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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Apods jejum de 12 horas, os animais foram submetidos a sedagao, por
meio da administragdo via intramuscular de Cloridrato de Ketamina a 1%
(Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sdo Paulo, Brasil
Farmacéuticos LTDA, Campinas, Brasil), na dosagem de 70 mg/Kg, e do
Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser®— Laboratério Calier do Brasil Ltda, Sao
Paulo, Brasil), 7 mg/Kg. Apds indugdo anestésica, realizou-se tricotomia na
regiao fronto-parietal, posicionamento do animal em decubito ventral, anti-sepsia
da area com polivinilpirrolidona (PVPI) topico e aposicao de campos estéreis. Em
seguida foi realizado o acesso cirurgico por incisdo em formato de “V”. O retalho
total foi rebatido e realizou-se o afastamento com os descoladores para
exposi¢cao do osso parietal de ambos oslados.

Com uma trefina cirdrgica de diametro interno de 4 mm e externo de 5
mm, e com auxilio de um motor de baixa rotacao foi realizada a osteotomia na
regido mediana entre os parietais até a cortical interna. O osso parietal
osteotomizado foi removido e a dura-mater mantida intacta, deixando um defeito

de tamanho critico (DTC) na magnitude de 5mm de didmetro.

Figura 2- Tricotomia da regiao fronto-parietal e anti-sepsia com PVPI.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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Figura 3 — Acesso cirurgico em formato de “V” com exposi¢cao de osso

parietal e cortical interna e DTC de 5mm de didmetro.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O defeito 6sseo foi realizado em 96 animais, divididos em 4 grupos, e
preenchidos com coagulo sanguineo ou FRP. Ja o grupo dos (AINES) e (FRP +
AINE) recebeu no pds-operatério cetoprofeno (10mg/kg dia) por trés dias.
Finalizado o enxerto, o retalho total foi reposicionado e a sutura realizada com fio
de Nylon 4-0 (ETHILON Nylon Suture®, Ethicon, Johnson, Sdo José dos

Campos, Brasil) por pontos interrompidos simples.

3.1 Preparo da FRP

Apbs a sedagao dos animais, 1,5 ml de sangue de cada animal foi
coletado por meio da puncgdo cardiaca para os grupos FRP e FRP+AINE,
utilizando uma seringa descartavel de 5 ml, sem a adigdo de anticoagulante.

O preparo da FRP foi realizado de acordo com uma adaptagdo do

protocolo de Dohan et al®. Cada amostra coletada foi imediatamente



23

centrifugada a 400 G durante 12 minutos, a 22°C (Hermle Z323K, Hermle
Labortechnik GmbH., Wehingen, Baden- Wirttemberg, Alemanha). Um coagulo
de fibrina (FRP) foi obtido na por¢ao intermediaria do tubo, entre os corpusculos
vermelhos localizados na porgao inferior e o plasma acelular (PPP) localizado na
porcao superior do tubo. Este PPP foi, entdo, descartado e a FRP pingada do
interior do tubo e separada da porg¢ao de corpusculos vermelhos com o uso de
uma lamina de bisturi numero 15.

A FRP foi utilizada imediatamente apds a centrifugagao ter sido finalizada,
para evitar que esta sofra retragdo. Esta matriz de FRP, foi aplicada no defeito
cirargico com o auxilio de uma pinga clinica.

Aos 2, 7, 14 ou 28 dias de pos-operatério, 6 animais de cada grupo foram
submetidos a eutanasia por meio de dose excessiva de anestésicos (Tiopental
sédico na dose de 150 mg/kg associado a lidocaina 10 mg/ml), pela via

intraperitoneal.

Figura 4- Obtencao da FRP para preenchimento de DTC.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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3.2 Processamento laboratorial

Apoés a eutanasia de todos os animais, o osso parietal foi removido com
margem de no minimo 2 mm de tecido ésseo ao redor do defeito que por fim foi
fixado em formol neutro a 10% tamponado. Apds 48 horas, as amostras foram
lavadas em agua corrente por 12 horas e iniciou o processo de descalcificagdo
em EDTA a 10%, por meio de trocas semanais durante 8 semanas. Em seguida,
a desidratacdo com alcoois iniciando a 70% até a concentracdo de 100%.
Prosseguiu-se com a diafanizagao em xilol em dois momentos de imerséo e por
fim, a inclusdo em parafina, em 3 diferentes trocas, desde a parafina mais impura
até a mais livre de sujidades.

As amostras foram codificadas de acordo com o0s grupos e
microtomizadas na espessura de 5 micrometros na diregao longitudinal e corados
com Hematoxilina e Eosina (H&E) para analise histologica/histométrica.

Os cortes foram montados em Iaminas histologicas e fixados com laminula
e resina histolégica permount. Estas laminas foram fotomicrografadas em
microscopio Optico acoplado a uma camera fotografica. As imagens foram
obtidas com a objetiva de 25x , obtendo uma imagem ampliada na porgéo central

do defeito critico e com objetiva de 4x, obtendo a imagem panoramica da lamina.

3.3 Histometria

As imagens foram gravadas em arquivo TIF e analisadas em programa
computacional IMAGE J (Programa Analisador de Imagens, Ontario, Canada). A
intensidade do processo inflamatério (PI) foi realizada pela contagem de células
através da planimetria de pontos com o auxilio da ferramenta “gride”, pela qual o
software nos forneceu a quantidade de células inflamatérias nos diferentes
periodos, em fungdo de um total de pontos presente na grade (planimetria).
Assim, a quantidade de pontos nas areas que representou 0O processo
inflamatério em fungao do total de pontos da grade pré-conformada na imagem,
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foi possivel estabelecer a porcentagem de células inflamatorias presentes para
cada grupo e periodo experimental.

Para o calculo histométrico da area de osso neoformado (AON), na regiao
do defeito critico, inicialmente o programa foi calibrado por meio de régua
fotomicrografada nas magnificagdes utilizadas (25x) na ferramenta “set scale”.

Posteriormente, as imagens foram abertas no programa e assim, pela ferramenta

“free hands” foi calculada a AON em pm2.

3.3.1 Analise Estatistica

Os dados quantitativos (AON) e (Pl) foram inicialmente submetidos ao
teste estatistico de homocedasticidade e normalidade (Shapiro-Wilk). Uma vez
observada homogeneidade, a analise de variancia ANOVA a 2 fatores foi
aplicada e pos-teste Tukey para as interagdes significativas, considerando nivel

de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Descricao da analise histolégica

A seguir, os principais aspectos histologicos serdo apresentados em
fungéo do grupo experimental (GC, GC+AINE, FRP e PRF+AINE) e os tempos
de analise (2,7,14 e 28 dias de pés-operatorio) (Figuras 5,6,7,8,9, 10, 11 e 12):

v' Panoramicas ( Aumento 4x)

Figura 5: Fotomicrografias panoramicas dos quatro grupos (GC, GC +AINE, FRP e

FRP + AINE) referente aos 2 dias de tempo experimental. (HE, Aumento original 4x).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor



27

GC - Pode-se observar presenga de tecido conjuntivo fibroso e infiltrado

inflamatario.
GC + AINE — Pode-se observar presenca de tecido conjuntivo fibroso

FRP — Pode-se observar area de intenso infiltrado inflamatério e area amorfa

compativel com membrana de FRP

FRP + AINE — Pode-se observar area de intenso infiltrado inflamatério, tecido

conjuntivo fibroso e area amorfa compativel com membrana de FRP
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Figura 6: Fotomicrografias panoramicas dos quatro grupos (GC,GC+ AINE, FRP e

FRP + AINE) referente aos 7 dias de tempo experimental. (HE, Aumento original 4x).

GC + AINE

FRP

FRP + AINE

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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GC - Pode-se observar area de intenso infiltrado inflamatério e tecido
conjuntivo fibroso.

GC + AINE — Pode-se observar presenca de tecido conjuntivo fibroso com
pouca area de infiltrado inflamatério.

FRP — Pode-se observar tecido conjuntivo fibroso, area de intenso infiltrado
inflamatoério e inicio da degradacdo da area amorfa compativel com
membrana de FRP

FRP + AINE- Pode-se observar area de infiltrado inflamatério, pequena
presenca de tecido conjuntivo fibroso e inicio da degradacao de area amorfa

compativel com membrana de FRP.
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Figura 7: Fotomicrografias panoramicas dos quatro grupos (GC,GC+ AINE, FRP e

FRP + AINE) referente aos 14 dias de tempo experimental. (HE, Aumento original 4x).

FRP

FRP + AINE

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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GC- Pode-se observar presenca de tecido conjuntivo fibroso.

GC+AINE- Pode-se observar presenca de infiltrado inflamatério com
pequenas areas de tecido conjuntivo fibroso

FRP- Pode-se observar continuidade de degradagdo da membrana
compativel com membrana de FRP, tecido conjuntivo fibroso e area de
neoformacéao dssea.

FRP + AINE- Pode-se observar presencga de infiltrado inflamatério , tecido
conjuntivo fibroso e inicio de neoformacéao éssea.
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Figura 8: Fotomicrografias panoramicas dos quatro grupos (GC,GC+ AINE, FRP e

FRP + AINE) referente aos 28 dias de tempo experimental. (HE, Aumento original 4x).

GC

GC + AINE

FRP

FRP + AINE

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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GC- Pode-se observar presencga de tecido conjuntivo fibroso e area de
infiltrado inflamatério

GC + AINE — Pode-se observar apenas presenga de tecido conjuntivo
fibroso

FRP- Pode-se observar area extensa de neoformacéo 6ssea a caminho
do fechamento completo da ferida e osteoblastos em atividade

FRP + AINE — Pode-se observar presenca de infiltrado inflamatério, tecido
conjuntivo e areas de neoformagao ossea.
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v Centro do defeito ( Aumento de 25x)

Figura 9: Fotomicrografias representativas dos grupos GC 2 dias (A), 7 dias (B), 14
dias (C) e 28 dias (D). (HE, Aumento original 25x).

Fonte : Elaborado pelo préprio autor

e GC
GC 2 dias — A - pode-se observar tecido conjuntivo fibroso e infiltrado inflamatério
mononuclear.

GC 7 dias — B - Pode-se observar area de tecido conjuntivo fibroso e intenso
infiltrado inflamatario.

GC 14 dias — C - Pode-se observar area de tecido conjuntivo fibroso e infiltrado
inflamatdério mononuclear.

GC 28 dias — D - Pode-se observar area de tecido conjuntivo fibroso e infiltrado
inflamatorio mononuclear e areas de necrose.
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Figura 10: Fotomicrografias representativas dos grupos GC + AINE 2 dias (A), 7
dias (B), 14 dias (C) e 28 dias (D). (HE, Aumento original 25x).

R AR BT I
e ke \ i

PR

Fonte : Elaborado pelo proprio autor

e GC + AINE

GC + AINE 2 dias — A - pode-se observar tecido conjuntivo fibroso.

GC + AINE 7 dias — B - Pode-se observar area de tecido conjuntivo fibroso e
intenso infiltrado inflamatério.

GC + AINE 14 dias — C - Pode-se observar area de tecido conjuntivo fibroso e
infiltrado inflamatério mononuclear.

GC + AINE 28 dias — D - Pode-se observar area de tecido conjuntivo fibroso e
infiltrado inflamatério mononuclear.
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Figura 11: Fotomicrografias representativas dos grupos FRP 2 dias (A), 7 dias (B),
14 dias (C) e 28 dias (D). (HE, Aumento original 25x).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

e FRP

FRP 2 dias — A - pode-se observar area de hemorragia, tecido conjuntivo e area
amorfa compativel com membrana de PRF

FRP 7 dias — B - Pode-se observar area de tecido conjuntivo fibroso e intenso
infiltrado inflamatdrio, area amorfa compativel com membrana de PRF na porgao
superior da imagem.

FRP 14 dias — C - pode-se observar tecido conjuntivo fibroso, observa-se
também vasos sanguineos neoformados, degradagdo de area amorfa
compativel com PRF

FRP 28 dias — D - pode-se observar neoformacédo 6ssea, com presenga de
osteoblastos ativos e tecido conjuntivo fibroso.
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Figura 12: Fotomicrografias representativas dos grupos FRP + AINE 2 dias (A), 7
dias (B), 14 dias (C) e 28 dias (D). (HE, Aumento original 25x).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

e FRP+AINE

FRP + AINE 2 dias — A -pode-se observar, tecido conjuntivo e area de
hemorragia.

FRP+ AINE 7 dias — B -pode-se observar area de tecido conjuntivo fibroso, area
de hemorragia e intenso infiltrado inflamatério, area amorfa compativel com
membrana de PRF.

FRP+AINE 14 dias — C - pode-se observar neoformacao 6ssea, com presenca
de osteoblastos ativos e tecido conjuntivo fibroso e vasos sanguineos
neoformados.

FRP+AINE 28 dias — D - pode-se observar tecido conjuntivo fibroso, observa-se
também vasos sanguineos neoformados, juntamente com fibroblastos e
osteoblastos.
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4.1.2 Analise estatistica da area de osso neoformado (AON)

e Analise de 2 dias ( Figura 13)

Houve uma tendéncia a maior quantidade de osso neoformado no
grupo FRP em comparacgao ao grupo FRP+AINE. Quando comparamos
esses dois grupos (FRP e FRP +AINE) aos grupos GC+AINE e GC, os
resultados mostraram maior quantidade de osso neoformado nos dois
primeiros em relagdo aos dois ultimos, com diferenca estatistica
significante (p<0,01) na comparacéao entre grupos FRP com GC+ AINE,
FRP+AINE com GC+ AINE, FRP com GC e FRP+AINE com GC.

Figura 13: Os resultados mostrados em cada barra representam os valores
médios e desvio padrao representativos da area de osso neoformado (AON)
para os grupos experimentais GC,GC + AINE, FRP, FRP +AINE aos 2 dias.

2 DIAS
P<0,05

P<0,05 |

40000 l

35000 [ I
30000
25000
20000
15000
10000

5000

GC GC+AINE FRP FRP+AINE

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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Analise de 7 dias (Figura 14):

Houve uma tendéncia a maior quantidade de osso neoformado no grupo
FRP em comparagdo ao grupo FRP+AINE. Comparando-se esses dois
grupos (FRP e FRP +AINE) aos grupos GC+AINE e GC, os resultados
mostraram uma maior quantidade de osso neoformado nos dois primeiros
em relagao aos dois ultimos, com diferenca estatistica significante (p<0,01)

na comparacgao entre os grupos FRP com GC+AINE e FRP com GC.

Figura 14: Os resultados mostrados em cada barra representam os valores
médios e desvio padrao representativos da area de osso neoformado (AON)
para os grupos experimentais GC, GC+AINE, FRP, FRP+AINE aos 7 dias.

7 DIAS P<0,01

120000

I | P<0,01 ‘

100000

80000

60000

40000

20000

GC GC+AINE FRP FRP+AINE

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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e Analise de 14 dias (Figura 15):

Houve maior quantidade de osso neoformado no grupo FRP em
comparagao ao grupo FRP+AINE, com diferenca estatistica entre eles
(p<0,01). Comparando-se esses dois grupos (FRP e FRP +AINE) aos
grupos GC+ AINE e GC, os resultados mostraram uma maior quantidade
de o0sso neoformado nos dois primeiros em relagdo aos dois ultimos, com
diferenca estatistica significante (p<0,01) na comparagao entre grupos FRP
com GC+AINE, FRP com GC.

Figura 15: Os resultados mostrados em cada barra representam os valores
médios e desvio padrao representativos da area de osso neoformado (AON)
para os grupos experimentais GC, GC+AINE, FRP, FRP+AINE aos 14 dias.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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¢ Analise de 28 dias (Figura 16):

Houve uma maior quantidade de osso neoformado no grupo FRP em
comparagado ao grupo FRP+AINE, com diferengca estatistica entre eles
(p<0,05). Comparando-se esses dois grupos (FRP e FRP+AINE) aos
grupos GC+AINE e GC, os resultados mostraram uma maior quantidade de
osso neoformado nos dois primeiros em relagdao aos dois ultimos, com
diferenca estatistica significante (p<0,01) na comparagao entre grupos FRP
com GC+AINE, FRP com GC.

Figura 16: Os resultados mostrados em cada barra representam os valores
médios e desvio padrao representativos da area de osso neoformado (AON)
para os grupos experimentais GC, GC+AINE, FRP, FRP+AINE aos 28 dias.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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4.1.3 Analise estatistica da contagem de células inflamatérias

FRP

Notou-se um aumento progressivo na porcentagem de células
inflamatorias nos periodos de 2 e 7 dias, atingindo seu maximo neste
ultimo periodo. Ja nos dias seguintes, essa porcentagem diminuiu
também de forma progressiva, atingindo seu minimo aos 28 dias.

FRP + AINE

Notou-se um aumento progressivo da porcentagem de células
inflamatorias nos trés primeiros periodos de analise (2,7 e 14 dias), que
apenas apresentou diminuicdo aos 28 dias.

GC + AINE

Notou-se aumento progressivo da porcentagem de células inflamatérias
nos periodos de 2 e 7 dias. Ja aos 14 dias essa porcentagem cai
significavelmente e volta a subir somente nos ultimo periodo, aos 28 dias,
mostrando que mesmo com a administragdo do anti-inflamatorio o

processo de inflamagao ndo se mostrou contido.

GC

Notou-se a presenca minima de células inflamatdrias no estagio inicial ( 2
dias), que aumentou de forma progressiva até os 7 dias e mateve-se até
os 14 dias. A diminui¢gdo dessa porcentagem ocorreu aos 28 dias, mas de

forma muito leve, comparado aos demais grupos.
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Figura 17- Porcentagem média de células inflamatérias presente nos quatro

grupos em fungao dos tempos experimentais (2,7,14 e 28 dias)
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Na comparacao estatistica intergrupos, aos 2 dias de pds-operatério, os
grupos AINE e GC foram similares entre si (p=0,961), assim como FRP foi similar
a FRP+AINE (p=0,99). Esses dois ultimos grupos apresentaram maior
quantidade de células inflamatérias seguidas dos grupos GC+ AINE e GC
(p<0,05).

Aos 7 dias, GC apresentou menor contagem de células inflamatérias em
comparagao aos outros grupos (p<0,05), que nao diferiram entre si (GC +
AINE=FRP=FRP+AINE).

Aos 14 dias, os grupos GC + AINE e FRP mantiveram a quantidade de
células inflamatérias, assemelhando-se ao GC (p>0,05), enquanto que a
associacdo FRP+AINE apresentou a maior recrutamento de células

inflamatérias (p<0,05).

Aos 28 dias, o grupo FRP+AINE reduziu a quantidade de células inflamatérias,

nao diferindo mais dos demais grupos (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

As fotomicrografias da analise histologica, corroboradas pela histometria
mostraram que a FRP isoladamente apresentou o melhor comportamento no
intento de induzir/conduzir a formacao de tecido 6sseo no defeito critico criado
na calvaria de ratos, inclusive sendo capaz de reduzir o processo inflamatorio
em comparagao aos estagios tardios na comparagao com os demais grupos. Aos
28 dias, a maior parte das laminas histologicas do grupo FRP mostrou
osteogénese em diregcdo ao centro dos defeitos, muito proximo do fechamento
dos mesmos.

O mecanismo fisioldgico da acdo da FRP no tecido ésseo em reparagao se
da pelo fato da liberacao do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e fator de crescimento transformador beta (TGF ), que possui como atividades
mais importantes a mitogénese, aumentando assim a populagdo de células,
principalmente as de reparagcdo como osteoblastos e osteoclastos, e a
angiogénese (mitose endotelial dentro de capilares em funcao), maior atividade
de macrofagos, causando debridamento do local da ferida, e estimulo na
deposi¢cao de matriz de colageno na reparagdo da ferida e do osso, como
descrito por Ross et al., 1986.

A proposta de analisar o efeito mediador do processo inflamatério com a
administracao de AINE (cetoprofeno), de forma isolada ou em associagédo a FRP
evidenciou que o AINE isoladamente pareceu nao conter o processo inflamatério
nos estagios iniciais e no ultimo periodo avaliado, ainda estava presente,
apresentando assim, atraso no processo de reparo 6sseo. E importante salientar
que o processo inflamatorio, apdés uma injuria tecidual ndo é um vildo da
reparagao, seja dos tecidos moles ou 6sseo. O prejuizo acontece quando ha
exacerbagao da inflamagao.

Os AINEs inibem as prostaglandinas, que por sua vez sdo responsaveis
pelo aparecimento da febre, edema e também pelo controle local do metabolismo
6sseo. Quando encontradas em altas concentracdes elas inibem a sintese de
colageno mas, em concentragdes mais baixas, estimulam a funcao
osteoblastica, sendo essencial no processo de remodelacio do tecido 6sseo. Ao
se administrar o AINE, ocorre por consequéncia diminuigdo da permeabilidade
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capilar e da quimiotaxia, o que pode levar a um atraso no reparo ésseo quando
administrado em longo prazo (Lamano-Carvalho, 2007). Diante deste contexto,
muito provavelmente nas reconstrucdes osseas, o uso de AINE n&o deve ser de
forma indiscriminada.

Na avaliagdo do comportamento inflamatério e reparacional da
associagao FRP+AINE ficou evidente que mesmo com o aumento da quantidade
de osso neoformado em comparagdo aos grupos GC e GC+AINE, ainda foi
inferior ao grupo FRP, assim provavelmente o AINE atrasou o reparo 6sseo. De
acordo com o conhecimento dos pesquisadores deste trabalho, nenhum trabalho
havia investigado o efeito de AINE associado ou ndo a FRP em defeitos 0sseos.
Portanto, diante da fisiologia do processo inflamatério e o conhecimento da agao
da FRP nos tecidos injuriados, acredita-se que tanto o AINE como a FRP
competem na liberacdo dos autacoides, que apesar de haver a neoformacéao

0ssea, encontra-se diminuida em relagao ao uso isolado da FRP.



46

6 CONCLUSOES

Diante das limitagdes deste estudo in vivo, foi possivel concluir que a FRP
foi favoravel desde os periodos iniciais até os mais tardios, auxiliando na
resposta inflamatoria e neoformacgao éssea. Entretanto, a administragao de AINE
de forma isolada ou associada a FRP nao limitou o processo inflamatério e

atrasou o reparo 6sseo.
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