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Dedicaforia



/(4‘ Deus

Agradeco em primeiro lugar a Deus por todas as minhas conquistas, pois sem as
suas béncaos eu jamais poderia alcanca-las. Também quero agradecer por todas
as pessoas que 0 Senhor enviou-me e que muito me ensinaram no decorrer da
minha vida.

Quero agradecer ao Senhor também por ter colocado tantas barreiras na minha
vida, embora muitas vezes as considerei injustas e até mesmo muito cruéis, mas
de alguma forma eu sempre senti a presenca do Senhor.

Sempre esteve ao meu lado, me dando forcas para que eu pudesse
continuar...mesmo em momentos que parecia que eu ndo seria capaz, o Senhor
nunca me deixou perder a esperanca!

Na&o tenho palavras para expressar meu amor por Ti...

O Senhor me mostrou que milagres existem, mostrando-os em minha familia!
Jamais poderei esquecer os seus ensinamentos! O Senhor me ensinou o valor e a
grandeza da vida! Embora eu achasse que eu a tivesse, 0 Senhor me ensinou o
que é ter fé! O Senhor me ensinou o que é o verdadeiro amor incondicional.
Obrigada também por abencoar sempre as minhas méaos, para que na profissdo

de Cirurgid-dentista eu seja capaz de cuidar de meus pacientes.



Obrigada por me dar saude, forca, responsabilidade e uma familia maravilhosa
que permitiu que eu estudasse. Hoje estou concluindo meu curso de Doutorado

com a Tua graca. Sem Ti hoje nada eu seria!

“Existem apenas duas maneiras de ver a vida. Uma é pensar que nao
existem milagres e a outra é pensar que tudo é um milagre.”

Albert Einstein



ﬂOS meus queridos cunhados, Edson (in memorian) e Marcel (in memorian)

Vocés fizeram parte dos melhores anos da minha vida!! Jamais pude imaginar
que hoje estaria aqui sem vocés, que vocés ndo participariam da minha defesa e
de tantos outros momentos importantes na minha vida. O sofrimento é tao
intenso, que fica complicado até para compartilhar, faltam palavras para
expressa-lo.

Vocés sempre serdo como irmdos mais velhos para mim. Sempre cuidaram téo
bem de mim! Estardo sempre vivos dentro do meu coracdo e em minhas
lembrancas! E muito dificil aceitar que nio tenho mais vocés aqui comigo, mas
a vida é assim! Aprendi que a morte € a Unica que coisa nha vida em que nao
podemos voltar atras!

Agradeco a Deus por ter colocado vocés em meu caminho! E mesmo em téo
pouco tempo que vivemos juntos, VOcés se tornaram essenciais em minha vida!
E hoje gostaria de dedicar este trabalho a vocés! Que participaram e lutaram
junto comigo durante o meu curso de Doutorado! E creio que hoje vocés estdo
aqui comigo de alguma forma, recebendo os meus mais sinceros agradecimentos

por tudo. Amo muito voceés!

“A grandeza de uma pessoa ndo se mede pelo espago que ela ocupa em

Nosso corgdo, mas sim pelo vazio que deixa quando esta distante.”



/‘405 meus pais, Edson e Rose
Mee.

Hoje sei que estou realizando um sonho seu. Imagino o quanto vocé
deve estar feliz hoje. Obrigada por todo o seu apoio e 0 seu amor
durante a minha trajetéria até aqui. Vocé é o meu lado racional!
Jamais teria conseguido chegar até aqui sem vocé! Te amo muito. A

melhor mae do mundo!
P

Obrigada por sempre me deixar livre para que eu pudesse fazer
minhas escolhas. Mesmo as idéias mais loucas vocé estava sempre
ali me apoiando, mesmo discordando por dentro. Vocé também foi
essencial na minha trajetéria até aqui! Ouvindo meus choros e
minhas alegrias sempre! Sei que para conseguir estar aqui hoje,

vocé fez o possivel e até o impossivel! Amo vocé!

Vocés,
S&o Unicos! Meu maior tesouro...
S&o meu alicerce, meu porto-seguro...
Agueles gque serdo eternos em minha vida...
Os responsaveis para gque eu pudesse estar aqui hoje...
Acreditaram em mim quando eu néo tinha esperangas...
Deram-me asas e me fizeram voar...

Amo incondicionalmente vocés!!!!

“Um amor mais forte do que tudo, mais obstante que tudo, mais

duradouro que tudo, é somente o amor dos meus pais”



/‘405 meus avos maternos Rachid e Amabile e

paternos Renato (in memorian) e Isabel

/qvocés que sempre me cercaram com muito carinho e amor, que sempre
fazem todas as minhas vontades, que sempre me déo tudo sem pedir nada em
troca. Que Deus os abencbe cada dia mais e me dé a bencdo de té-los sempre
comigo, me passando as suas experiéncias, me ouvindo com carinho, me

aconselhando. Que eu sempre possa receber o amor de vocés. Muito obrigada!
Amo voceés eternamente!

Avss,
Sempre me trouxeram sabedoria e experiéncia,
Amor e carinho sempre recebi em seus bracos

Que Deus continue abencoando a vida de vocés com muita salde

Seremos eternamente inseparaveis...nosso amor ¢ eterno!!

“Um velho amor, sempre novo”



/‘40 meu noivo Alberto

Dedico esse trabalho a vocé também! Vocé que teve tanta paciéncia
comigo durante este periodo. Soube entender os momentos em que
estive ausente e me estimulou sempre que eu estava desanimada.

Sempre esteve ao meu lado ouvindo minhas historias de lamentacGes e
de vitdrias, mesmo sem saber muitas vezes do que eu estava falando!

E ndo posso deixar de agradecer quantas vezes vocé ficou assistindo
minhas apresentacfes, me corrigindo e até decorando tudo o que eu
tinha que falar.

Vocé € o meu ponto de equilibrio! O grande amor da minha vida! E
embora tivemos que passar por momentos muito dificeis, nds sempre
estivemos um ao lado do outro. Firmes um para o outro. E a cada dia
que passa eu tenho mais certeza de que encontrei 0 homem da minha
vida. O meu principe encantado. VVocé € meu presente de Deus. Amo

vocé!

“Porqgue quando Deus me mostrou vocé sabia a porcao exata do que

faltava em mim...”



/‘40 meu querido sobrinho Leonardo

Vocé mudou minha vida. Uma crianca especial, tdo especial que todos os que
convivem com vocé percebem o seu diferencial. Uma crianca de apenas 05 anos
com a sensibilidade de um adulto.

Amo a sua pureza e ingenuidade! Adoro quando vocé brinca de ser meu
aluninho e até faz anotacgdes assistindo as aulas...

Jamais poderia imaginar minha vida sem vocé. Mas Deus nunca deixou que eu
duvidasse! Enquanto muitos duvidavam eu nunca senti que iria te perder. E hoje
vocé é a prova viva de um milagre de Deus. Uma crianca linda, perfeita e
saudavel! O alicerce da nossa familial O meu grudinho! E eu jamais teria
chegado ate aqui hoje se eu ndo tivesse vocé comigo! VVocé é a minha luz!

Ainda vamos aprontar muita coisa juntos nessa vida! Amo voceé!

“The sun goes down, the stars come out and all that counts is here
and now. My universe will never be the same. I'm glad you came.”

The wanted



ﬁs minhas queridas irmés, Priscila e Thais

Irmas sdo dadivas de Deus... e hoje nossa unido e amizade é muito maior do que
a gente poderia imaginar. Muito obrigada por todo o cuidado que vocés tiveram
comigo durante toda a minha vida. Obrigada por sempre estarem torcendo por
mim e me aconselhando com as suas experiéncias e sabedoria.

Vocés foram essenciais para que eu pudesse estar aqui hoje! Vocés sdo a minha
fortaleza! Sao a certeza de que nunca estou sozinha, de que tenho eternas amigas
em quem posso confiar, afinal somos irmés. Brigamos, nos amamamos, Nnos
entendemos e nos desentendemos, e por tudo isso, hoje sou uma pessoa melhor,
porgue vocés dividiram tudo comigo. Palavras sdo insuficientes para descrever o
valor que vocés tém para mim!! Somos pessoas diferentes, mas amor que nos

une é um so!!!

“Ter uma irma é como ter uma melhor amiga que vocé nao pode se
libertar. Vocé sabe que ndo importa o que vocé faca, elas sempre

estardo 1a”



/‘405 meus queridos sogros, Hideyassu e Emy

Muito obrigada por cada conselho, por cada conversa e principalmente pelo
amor de vocés. Vocés sdo exemplo de forga para mim. Saibam que tenho uma
admiracdo muito grande por vocés e que tiveram um papel essencial na minha
caminhada até aqui. Eu tenho a sorte de ter uma sogra e um sogro gque eu posso
sentir a liberdade de conviver com vocés como se fossem meus pais. Obrigada
por sempre cuidarem de mim como se eu fosse uma filha! E hoje vocés tambem
fazem parte desta vitéria. Amo muito vocés. Um grande beijo da “gaijin” de

voceés!

“0O amor que ha numa grande amizade, é como a luz do dia...

clareia o pensamento, anima o coraciio e enche a vida de alegria”



Agradecimento
Especial



ﬁ minha orientadora Professora Dr®. Maria José Hitomi Nagata

Hoje estou chegando ao final da minha temporada aqui na Periodontia.
Comecamos a trabalhar juntas em 2006 e eu jamais imaginei que estaria aqui
hoje concluindo o meu doutorado. Parecia tudo tdo longe e hoje o meu dia
chegou! Durante essa caminhanda ensinou-me muitos detalhes que eu néo
conseguia ver sozinha! A senhora estava sempre ali para me ensinar.,

Obrigada por permitir que eu tentasse realizar meu sonho de fazer o doutorado
sanduiche e ter visto tudo com tanto carinho e competéncia. E mesmo quando
tudo estava por agua abaixo, a senhora nunca me estimulou a desistir. Sempre
me ouviu e deixou que eu decidisse com 0 meu coracdo. Agradeco pela
liberdade e apoio que a senhora me deu.

Sei que minha auséncia de alguma forma te sobrecarregou, mas a senhora me
deu o tempo necessario para que eu pudesse me restabelecer! Permitiu que eu
conseguisse fazer isso. Desculpe pelas minhas falhas e falta de atencdo, mas
saiba que sempre fiz tudo com muito amor e carinho!

Lagrimas correm no meu rosto porque vou sentir muito a sua falta na correria do
nosso dia a dia. Hoje saio daqui levando ndo s6 a melhor orientadora que podia
ter, mas uma amiga muito especial. Amo vocé! Jamais poderei agradecer o

suficiente tudo o que fez por mim!

“A vida é como uma viagem de barco, subindo e descendo conforme o
balanc¢o das ondas. Gracas aos amigos, ndo se perde o horizonte. E
quando se naufraga, a amizade é a dncora que te apoia enquanto

buscas um novo rumo.”



Agradecimentos



“Quem caminha sozinho pode até chegar mais rapido, mas aquele que vai
acompanhado com certeza chegard mais longe e tera a indescritivel alegria de
: : 1= ”

compartilhar, alegria esta que a soliddo nega a todos que a possuem.

Autor desconhecido

A MINHA SINCERA GRATIDAO. . .

Ao querido Professor Dr. Alvaro Francisco Bosco

N&o canso de dizer que o senhor fez eu me apaixonar pela Periodontia. O meu
orientador na graduacdo, que sempre me ensinou com muita paixao, pois ama o
que faz e isso nos contagia. No meu curso de Doutorado minha admiracao pelo
senhor s6 aumentou. Obrigada por cada quarta-feira que o senhor se dedicou
para que eu pudesse aprender cada vez mais sobre Periodontia. Quando eu paro
para pensar eu me sinto orgulhosa por ter aprendido com o melhor, o senhor.
Cada detalhe que senhor me ensinou eu tentei guardar com muita dedicacéo.
Admiro muito o senhor como profissional, mas ndo poderia deixar de falar da
sua pessoa. Uma das pessoas mais honestas, corretas e simples que ja conheci. O
senhor ndo imagina o quanto me ensinou pessoalmente em todos esses anos.
N&o existem palavras para que eu possa agradecer tudo o que fez por mim. E
nos momentos mais dificeis da minha vida o senhor me estendeu a mao. Jamais

me esquecerei disso! Muito obrigada pela sua amizade!

Ao querido Professor Dr. Valdir Gouveia Garcia
E hoje estou terminando mais uma maratona. E o senhor tem grande parte nisso!

Lembro muito bem quando o senhor me estimulou a fazer o curso de Doutorado.



Agradeco muito por cada conversa que o senhor teve comigo, 0 seu carinho e
empenho para que eu sempre tivesse o0 melhor. Sempre vibrando com as minhas
alegrias e também preocupado em saber se estava tudo certo! Tenho muita

admiracéo pelo senhor! Muito obrigada por tudo!

Aos queridos Professores e amigos Flavia Furlaneto e Michel Messora

Hoje vocés sdo um so e para mim fica dificil separa-los. Ndo tenho palavras para
agradecer tudo o que vocés representam para mim. VVocés sdo um casal de ouro.
Tudo o que sei hoje foi vocé guem me ensinou Michel. E vocé Flavinha sempre
esteve ao meu lado me apoiando e me aguentando te enchendo com minhas
duvidas do doutorado sanduiche. Vocés foram pessoas fundamentais desde
minha iniciacdo cientifica! Nunca mediram esforcos para me ajudar! Saibam que
vocés tem minha eterna gratidao tanto na parte profissional como pessoal. VVocés
sS40 amigos especiais que encontrei aqui durante a minha caminhada! Muito

obrigada pelo apoio de voceés!

Ao querido Professor Antonio Moretti

Um anjo de Deus. Acho que para mim essa seria a melhor forma de descrevé-lo.
Muito obrigada por ter me recebido tdo bem, mesmo sem me conhecer. Sempre
muito preocupado comigo!

O Conheci por pouco tempo, mas foi o suficiente para saber a pessoa
maravilhosa que o senhor €. Uma pessoa muito simples e amiga! Espero um dia
poder retribuir a forma que fui bem tratada enquanto estive ai, além de toda
ajuda, muitas vezes antes mesmo que pedisse, 0 senhor ja se dispunha a me
ajudar. Receba a minha sincera gratiddo por tudo e principalmente por ter

entendido a minha auséncia!



Ao querido Professor Edilson Ervolino

Se eu tivesse que defini-lo em uma palavra, seria cumplicidade! O senhor nunca
se negou a nos ajudar, muito pelo contrario. Sempre que eu fazia algo errado eu
ndo hesitava em te chamar, pois eu sabia que o senhor saberia como consertar. E
nunca me desapontou! Rs Sei que nesses anos que trabalhamos juntos encontrei
um grande amigo! Muito obrigada por todos os ensinamentos e pelas nossas
conversas! Obrigada por seu apoio nos momentos mais dificéis da minha vida.
Obrigada por sua dedicacdo em nos ajudar sempre com perfei¢cdo. Professores

como o senhor sdo poucos! Muito obrigada!

Ao querido Professor Juliano Milanezi

Nosso contato durante meu curso de doutorado aumentou e eu pude conhecer
melhor essa pessoa tdo especial. Obrigada por sua dedicacdo nas clinicas de
quarta, por todos os ensinamentos que me passou. Eles foram essenciais para o
meu 0 meu crescimento e aprendizado! Foi uma honra trabalhar com vocé

durante esses anos.

A querida Professora Leticia Theodoro
Sempre animada e ligada no 220v nos contagiando. Sempre nos estimulando no
dia a dia na perio. Muito obrigada pelos seus ensinamentos durante o decorrer

desses anos. Agradeco também pela sua amizade.

Ao querido Professor Michel Saad
Obrigada por cada palavra de estimulo que recebi do senhor. Sempre sorrindo,
nos trazendo paz e serenidade. Obrigada por fazer com que eu estivesse aqui

hoje concluindo meu Doutorado!! O senhor tem grande parte nisso!



Ao0s meus tios Robson e Selma, Dinho e Rosana, Jair e Gislaine
Obrigada por todo o carinho e por compartilharem sempre minhas conquistas e

alegrias. Amo muito vocés!!! Deus os abencde!

A0s meus primos
Crescemos juntos, sonhamos juntos e aqui estamos! Compartilhando mais uma

vitdria...obrigada por contribuirem para que eu chegasse hoje aqui!

Aos meus cunhados Paula e Hideki e a querida sobrinha Carol

Obrigada por todo apoio e carinho que foram dedicados a mim durante todos

esses anos. VVocés sao especiais.

A minha querida Batian
Obrigada pela torcida e por sempre me apoiar, me mimar e me receber com um

sorriso no rosto. Amo voceé!

A amiga Nilva

Minha amiga querida desde o inicio da Faculdade, e nossa amizade é tdo forte
gue nem mesmo a distancia conseguiu nos separar!! Sinto muito a sua falta!!
Obrigada pela sua amizade, carinho, compreensdo e toda a ajuda para que

estivesse hoje aqui!!

A amiga Carol

Uma grande amiga que tive a honra de conhecer. Minha companheira de pilates,
de imuno, de viagem, de gordices, de muito trabalho e também de muitas
alegrias! Amiga para todas as horas!! E ndo posso deixar de dizer sobre as
inlmeras vezes que vocé me salvou na formatacéo de textos!! Com o passar dos

anos nos tornamos cada vez mais proximas e pude constatar a pessoa honesta,



competente e amiga que vocé!! Muito obrigada por cada etapa que vocé me

ajudou e esteve ao meu lado!! Vocé é uma amiga muito especial!

As amigas de infancia Juliana, Milene, Milena, Lilian e Eloa

Muito obrigada por todos esses anos de amizade! Por permitirem que eu nao
ficasse alienada com os meus afazeres! Sei que mesmo que 0s caminhos
percorridos por nds devido a vida sejam diferentes, nossos coracGes sempre

estardo entrelacados. Amo vocés...

A amiga Renata

Vocé sempre esteve ao meu lado em todos os momentos dificeis, 0s de crise e
também nos momentos de alegria. Sempre alegre e com um sorriso no rosto,
fazendo com que eu fosse adiante. Mesmo sem gostar da area da saude ficava
em casa ouvindo minhas historias de ratinhos, meus trabalhos, sempre
mostrando entusiasmo para me ajudar! Obrigada pela sua amizade!! Vocé

sempre serd minha amiga irma!

A amiga Natalia Pola

Jamais terei como agradecer toda a ajuda, todas as gargalhadas, todas lagrimas
derramadas, todos cansagos que passamos juntas, nossas viagens, NOSSOS
estudos, nossas conquistas...enfim tudo o que passamos nesta caminhada.
Obrigada por toda a ajuda ndo sé nesse trabalho, mas em tudo o que precisei

durante o meu Doutorado. Desejo muito sucesso a vocé! VVocé merece!

Aos amigos Michyele e Luis
Muito obrigada pelos ensinamentos que vocés me proporcionaram. Obrigada
pela dedicacdo para que eu aprendesse cada detalhe desta metodologia. VVocés

S80 amigos especiais.



Ao amigo Erivan

Um grande amigo que ganhei dentro da Periodontia. Sempre me aconselhando,
me ajudando a amadurecer. Obrigada por todos os ensinamentos, por doar tudo
0 que VOcCé tinha para que eu conseguisse tocar meu projeto. Sempre disposto a
me ajudar para que eu conseguisse 0 melhor. Passamos por muitas fases
parecidas durante o doutorado e isso nos aproximou. E ver vocé no 220v para
que o seu sonho se tornasse realidade, fazia com que eu tivesse energia para ir
atras do meu sonho também! VVocé foi e € um amigo muito especial. Sinto muito
a sua falta aqui. As caronas da rodoviaria, 0s jantares, as imunos e Nnossos
almocos corridos, nossos papos de viagem, enfim cada momento que passamos
juntos. Vocé foi essencial para que eu estivesse aqui hoje! Desejo muito sucesso

e gue seus objetivos sejam alcancados. VVocé € especial!

Ao professor e amigo Leandro
Alguns anos ja se passaram e mesmo longe vocé sempre se manteve presente.
Seu carinho pela Periodontia mostrou-se eterno. Muito obrigada por sempre

estar disponivel e pela sua amizade.

A amiga Vivian

A “mamaie” da perio. A mais chorona e sensivel!! Chegou sem conhecer
ninguém e com o seu jeitinho foi conquistando a todos. Entrou e vestiu a camisa
dentro da Periodontia, muitas vezes deixando seus afazeres na sua casa para nos
ajudar. Muito obrigada pela a sua amizade, pelas nossas viagens, pela a sua
ajuda na clinica (e suas dicas), pelos jantares deliciosos. Vocé € uma amiga

muito especial para mim! Conte sempre comigo!

A amiga Paulinha
E interessante como convivemos tanto tempo juntas e demoramos tanto para nos

tornarmos préximas! Talvez por vocé ser a pinsher e eu o pit bul?!?! Rs Tenho



muita admiracao por vocé! Vejo em vocé uma pessoa muito integra e de carater!
Sempre disposta a ajudar, mesmo em situagdes em que vocé ndo tinha
condigdes, vocé nunca deixou de me estender a mado. Obrigada por sempre sorrir
e chorar junto comigo! Deixo aqui meus sinceros agradecimenos a vocé por toda
a sua ajuda, sua amizade e principalmente pelos ensinamentos no micrétomo! rs

Vocé € um presente que ganhei durante a minha convivéncia na perio!

Aos amigos Samuel e Daniel

Obrigada pela convivéncia, amizade e disposi¢cdo em sempre me ajudar!

A amiga Mariélen

A minha grande companheira de micrétomo! N&o s6 companheira, como
também professora. Obrigada pela sua paciéncia em me ensinar cada detalhe
durante 0 meu curso aqui! Ficamos muito proximas durante 0 meu doutorado e
pude conhecer uma amiga especial que vocé! Muito obrigada pela sua amizade e
pela convivéncia com vocé que sempre foi muito especial! Obrigada por cada

SOrriso seu que sempre tornava 0os meus dias mais alegres!!

Aos colegas de pds-graduacdo Adrieli, Naida e Fabrizio
Nosso tempo de convivéncia na Periodontia foi curto, mas foi o suficiente para
nos tornarmos amigos. Muito obrigada pela convivéncia. Desejo muito sucesso a

VOCE&s gue estdo no inicio desta caminhada!

Ao Dr. Mario e a Sra. Herminia Nagata
Obrigada pelo carinho e por sempre me receberem tdo bem!! Vocés sdo

especiais para mim!



Ao Dr. Stephen Fucini

Um professor muito querido e que tenho muita admiracdo! Sempre de bom
humor e disposto a me ensinar. Muito obrigada pelo carinho e disposicédo, pois
mesmo estando de férias fazia questdo de mostrar diversos casos clinicos para
que eu pudesse aprender! Também sempre disposto a corrigir meus artigos e
resumos, com suas valiosas sugestdes! Uma pessoa honesta, competente, alegre

e muito humilde. Muito obrigada por cada dia que convivemos juntos!

Ao Sr. Odair
Muito obrigada pela companhia e ajuda durante as clinicas!! E ndo poderia me

esquecer dos lanchinhos!! O senhor também faz parte da minha historia aqui!

Ao funcionario e amigo Joilson

Muito obrigada pela convivéncia, por sempre estar me ajudando e ensinando
com um sorriso no rosto!! Saiba que vocé tem o meu reconhecimento!
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Resumo

CAMPOS, N. Influéncia do plasma rico em plaquetas derivado do aspirado de medula
0ssea na cicatrizagdo de defeitos periodontais. Estudo histologico, histométrico e
imunoistoquimico em ratos [tese]. Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual Paulista; 2014.

Este estudo avaliou a influéncia do plasma rico em plaquetas derivado do aspirado de medula
6ssea (PRP-bma) na cicatrizacdo de defeitos de fenestragdo periodontal (PFD) em ratos. PFD
foram criados cirurgicamente na mandibula de 40 ratos. Os animais foram divididos
randomicamente em 2 grupos: C e PRP-bma — os defeitos foram preenchidos com coagulo
sanguineo ou PRP-bma, respectivamente. Os animais foram submetidos a eutanasia aos 10 ou
30 dias pos-operatérios. Foram realizadas analises histolégica, histométrica e
imunoistoquimica. A porcentagem de novo 0sso (NB), densidade do novo osso formado
(DNB), novo cemento (NC) e extensdo do defeito remanescente (ERD) foram avaliados
histometricamente. Foram realizadas reacGes imunoistoquimicas para deteccdo de antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA), sialoproteina dssea (BSP), osteocalcina (OCN) e
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP). Células imunomarcadas foram quantificadas.
Os dados foram analisados estatisticamente (ANOVA; Tukey, P < 0,05). Aos 10 dias, 0s
grupos C e PRP-bma apresentaram quantidades similares de NB e DNB, e néo foi observada
formacédo de NC. Aos 30 dias, os grupos C e PRP-bma apresentaram quantidades similares de
NB e DNB; o Grupo PRP-bma mostrou significativa formacdo de NC, com fibras colagenas
inseridas obliquamente ou perpendicularmente a superficie radicular, sendo que nenhum
espécime do Grupo C apresentou formacao de NC. O Grupo PRP-bma apresentou um nimero
significativamente maior de células PCNA-postivas (aos 10 dias) e BSP-positivas (aos 10 e

30 dias) que o Grupo C. N&o foram observadas diferengas significativas no nimero de células



Resumo

OCN-positivas ou TRAP-positivas entre os grupos aos 10 ou 30 dias. Pode-se concluir que o
PRP-bma promoveu formacgdo de NC com ligamento periodontal funcional.

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas; medula dssea; cemento dentario; periodontia;

cicatrizacao.
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Abstract

CAMPOS, N. Influence of platelet-rich plasma derived from bone marrow aspirate on
the healing of periodontal fenestration defects. A histologic, histometric and
immunohistochemical study in rats [thesis]. Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual Paulista;
2014.

This study evaluated the influence of platelet-rich plasma derived from bone marrow aspirate
(PRP-bma) on the healing of periodontal fenestration defects (PFD) in rats. PFD were
surgically created in the mandible of 40 rats. The animals were randomly divided into 2
groups: C and PRP-bma — defects were filled with blood clot or PRP-bma, respectively.
Animals were euthanized at either 10 or 30 days post-operative. Histologic, histometric and
immunohistochemical analyses were performed. Percentage of new bone (NB), density of
newly formed bone (DNB), new cementum (NC) and extension of remaining defect (ERD)
were histometrically evaluated. Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), bone sialoprotein
(BSP), osteocalcin  (OCN), and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)
immunohistochemical staining were performed. Immunolabeled cells were quantified. Data
were statistically analyzed (ANOVA; Tukey, P < 0.05). At 10 days, groups C and PRP-bma
presented similar amounts of NB and DNB, NC formation was not observed. At 30 days,
groups C and PRP-bma presented similar amounts of NB and DNB; Group PRP-bma showed
significant NC formation, with collagen fibers inserted obliquely or perpendicularly to the
root surface, while NC formation was not observed in any Group C specimen. Group PRP-
bma presented a significantly higher number of PCNA-positive (at 10 days) and BSP-positive
cells (at 10 and 30 days) than Group C. No significant differences in the number of either
OCN-positive or TRAP-positive cells were observed between groups at 10 or 30 days. It can
be concluded that PRP-bma promoted NC formation with a functional periodontal ligament.

Key words: Platelet-rich plasma; bone marrow; dental cementum; periodontics; healing.
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Resumo

Objetivo: Este estudo avaliou a influéncia do plasma rico em plaquetas derivado do aspirado
de medula dssea (PRP-bma) na cicatrizacéo de defeitos de fenestracdo periodontal (PFD) em
ratos. Métodos: PFD foram criados cirurgicamente na mandibula de 40 ratos. Os animais
foram divididos randomicamente em 2 grupos: C e PRP-bma — os defeitos foram preenchidos
com coagulo sanguineo ou PRP-bma, respectivamente. Os animais foram submetidos a
eutanasia aos 10 ou 30 dias pos-operatdrios. Foram realizadas analises histoldgica,
histométrica e imunoistoquimica. A porcentagem de novo 0sso (NB), densidade do novo 0sso
formado (DNB), novo cemento (NC) e extensdo do defeito remanescente (ERD) foram
avaliados histometricamente. Foram realizadas reacdes imunoistoquimicas para deteccdo de
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), sialoproteina 6ssea (BSP), osteocalcina
(OCN) e fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP). Células imunomarcadas foram
quantificadas. Os dados foram analisados estatisticamente (ANOVA; Tukey, P < 0,05).
Resultados: Aos 10 dias, os grupos C e PRP-bma apresentaram quantidades similares de NB
e DNB, e ndo foi observada formacdo de NC. Aos 30 dias, os grupos C e PRP-bma
apresentaram quantidades similares de NB e DNB; o Grupo PRP-bma mostrou significativa
formacdo de NC, com fibras colagenas inseridas obliqguamente ou perpendicularmente a
superficie radicular, sendo que nenhum espécime do Grupo C apresentou formacao de NC. O
Grupo PRP-bma apresentou um namero significativamente maior de células PCNA-postivas
(aos 10 dias) e BSP-positivas (aos 10 e 30 dias) que o Grupo C. N&o foram observadas
diferencas significativas no nimero de células OCN-positivas ou TRAP-positivas entre 0s
grupos aos 10 ou 30 dias. Conclusédo: O PRP-bma promoveu formagéo de NC com ligamento
periodontal funcional.

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas; medula dssea; cemento dentario; periodontia;

cicatrizacao.
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INTRODUCAO

A regeneracédo periodontal envolve a formagéo de novo 0sso alveolar, cemento e ligamento
periodontal funcional. Modalidades mais recentes de tratamento periodontal para promover a
regeneragdo incluem o plasma rico em plaquetas (PRP) e as células-tronco mesenquimais
(MSCs).

Células-tronco da medula Ossea tém sido amplamente estudadas no que diz respeito a
capacidade das mesmas em auxiliar a regeneracdo periodontal. Estas células tém a capacidade
de promover a regeneracdo periodontal através da geracdo aumentada de osso alveolar
maduro e de boa qualidade estrutural e neovascularizacdo’. Além disso, o transplante de
celulas-tronco da medula dssea contribui para a formacdo de novo cemento e ligamento
periodontal®”.

H&, também, um interesse crescente no uso do PRP para o tratamento de defeitos
periodontais®™. As plaquetas s&o uma rica fonte de fatores de crescimento (GFs), tais como o
fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento transformador-3
(TGF-B) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que modulam a resposta
cicatricial em tecidos moles e duros***. Assim, o PRP pode melhorar a cicatrizagdo de
feridas através do aumento do nivel de GFs no sitio de reparo ap6s a degranulacdo das
plaguetas™. Recentes estudos in vitro tém demonstrado que o PRP exerce efeitos positivos
sobre fibroblastos gengivais*®, osteoblastos bucais'’ e fibroblastos do ligamento periodontal®®,
fazendo do PRP um candidato ideal para facilitar a regeneracdo periodontal completa. Um
estudo preliminar in vivo recentemente publicado pelo nosso grupo mostrou que o PRP
promoveu a formagdo de novo cemento com ligamento periodontal funcional em defeitos de

fenestracdo em ratos'’. No entanto, o papel preciso dos concentrados de plaquetas na

regeneracdo dos tecidos periodontais ainda precisa ser melhor esclarecido.
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Paradigmas atuais na engenharia tecidual frequentemente envolvem a combinagdo de MSCs e
células progenitoras, GFs e citocinas e arcabouco/biomateriais'®. Estudos in vitro tém
demostrado que o PRP aumenta a proliferacdo de MSCs*%. Uma vantagem potencial da
associacdo MSCs-PRP é que ela é simultaneamente osteogénica, osteocondutiva e
osteoindutiva, devido a capacidade de formacdo 6Ossea das MSCs e a presenca dos GFs
liberados pelas plaquetas em um arcabouco tridimensional de fibrina. Além disso, esta
associacdo MSCs-PRP é autéloga, ndo-toxica e exibe excelente plasticidade®.

Diversos estudos animais e clinicos relataram o uso de MSCs associadas com o PRP na

2528 o periodontal®****°. Em todos esses estudos, as MSCs foram isoladas

regeneracdo 0ssea
e expandidas in vitro antes de serem combinadas com o PRP. O cultivo de MSCs é uma
técnica promissora, porém requer instalagfes especiais, consome tempo e € oneroso. Oyama
et al.** foram os primeiros a relatarem o uso do PRP derivado do aspirado de medula 6ssea
(BMA). Eles usaram a associac¢do de granulos de beta-tricalcio fostato com PRP derivado de
BMA para o tratamento de casos de fissuras labiopalatinas. Segundo estes autores, a
tomografia computadorizada realizada 6 meses ap6s a cirurgia mostrou regeneracdo 6ssea
suficiente. A técnica de preparo do PRP derivado de BMA foi avaliada por Nishimoto et al.*.
Segundo estes autores, células fonte e GFs podem ser obtidos ao mesmo tempo com uma
técnica simples e de baixo custo. Esta concentracdo simultanea de plaquetas e células da
medula dssea tem grande potencial como uma fonte de materiais para a medicina
regenerativa. A densidade de plaquetas e os niveis de fatores de crescimento (PDGF and
TGF-B) sdo semelhantes no PRP derivado de BMA ou de sangue periférico®.

O propdsito deste estudo foi analisar a influéncia do PRP-bma na cicatrizacdo de defeitos de
fenestracdo periodontal em ratos. A avaliacdo consistiu de analise histoldgica qualitativa,

analise histométrica da extensdo remanescente do defeito, da &rea de novo 0sso, da densidade

do novo osso e da formacdo de novo cemento e andlise imunoistoquimica dos seguintes
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biomarcadores: antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), um marcador de
proliferacdo celular; sialoproteina Ossea (BSP) e osteocalcina (OCN), proteinas néo-
colagenosas abundantes nos tecidos mineralizados que sdo sintetizadas e secretadas por
osteoblastos, indicando as fases iniciais e tardias da osteogénese, respectivamente; e fosfatase

acida resistente ao tartarato (TRAP), um marcador bioldgico de osteoclastos.

MATERIAIS E METODOS

Modelo Experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissido de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - UNESP. Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar), de 5 a 6 meses de idade. Um defeito de fenestracdo foi criado em cada animal. Os
animais foram, entdo, divididos nos seguintes grupos experimentais usando a amostragem
aleatoria simples: C (controle) ou PRP-bma (plasma rico em plaquetas derivado do aspirado
de medula Ossea). Estes grupos foram divididos em 2 subgrupos (n=10), que foram

submetidos a eutanasia aos 10 e 30 dias pds-operatorios.

Preparo do PRP-bma

Os ratos do Grupo PRP-bma foram anestesiados pela injecédo intramuscular da associagédo de
quetamina® (70 mg/kg de peso corporal) e xilazina”™ (6 mg/kg de peso corporal).
Imediatamente antes da realizacdo dos procedimentos cirurgicos, 0s animais desses grupos
foram submetidos a coleta de medula das cristas iliacas direita e esquerda. 1 ml de medula
0ssea (0,5 ml de cada crista iliaca) foi coletada de cada animal usando uma seringa

descartavel de 10 ml contendo 0,1 ml de citrato de sodio a 3,2% para prevenir coagulagdo. A
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amostra de medula 6ssea foi centrifugada’™ a 160 G por 20 minutos a 22 °C para separar 0
plasma contendo as plaquetas e células nucleadas da medula 6ssea (NBMC) das células
vermelhas. Na sequéncia, o plasma foi pipetado da parte superior do tubo e centrifugado’™ a
400 G por mais 15 minutos a 22 °C para separar as plaquetas e NBMC do plasma pobre em
plagquetas (PPP). O PPP foi, entéo, pipetado da parte superior do tubo e descartado, deixando

0 PRP-bma ¢ “buffy coat” no fundo do tubo.

Procedimento Cirurgico

Os ratos do Grupo C foram anestesiados usando 0 mesmo protocolo descrito para 0 Grupo
PRP-bma. Apos anti-sepsia, uma inciséo foi feita e um retalho total foi rebatido sobre o corpo
da mandibula, coronariamente & borda inferior do lado direito da mandibula. Foram criados
defeitos de fenestracdo periodontal (3 mm em extensdo horizontal, 2 mm em altura e
aproximadamente 1 mm de profundidade) através da remocéo do osso superficial usando uma
broca esférica n° 2, acoplada em uma peca de méo de alta rotagéo e sob irrigacdo abundante
com solucdo salina estéril (Fig. 1). Foi realizada, entdo, raspagem e alisamento da regido
vestibular da raiz distal do primeiro molar mandibular com um cinzel, removendo-se
ligamento periodontal, cemento e dentina superficial. O reposicionamento do retalho foi feito
simplesmente pela remocdo dos afastadores cirdrgicos seguida do fechamento por camadas da
incisdo™ .,

No Grupo C, o defeito foi preenchido somente pelo coagulo sanguineo. No Grupo PRP-bma,

0 defeito foi preenchido com 25 ul de PRP-bma. Cada animal recebeu uma injecdo

intramuscular de 24,000 U1 de penicillina G-benzathine** no pés-operatério.
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Protocolo de Aplicagédo do PRP-bma
No momento da aplicacdo clinica, 25 pl de PRP-bma foi ativado com 1,25 ul of de solugédo de
cloreto de célcio a 10%* usando uma proporcdo de 0,05 ml de cloreto de célcio para cada 1

ml de PRP-bma.

Analises Qualitativa e Quantitativa de Plaquetas

O liquido de Brecher foi usado para lisar os eritrocitos e diluir as amostras de BMA e PRP-
bma. As plaquetas nas amostras de BMA e PRP-bma foram, entéo, contadas manualmente em
uma camara de Neubauer. Além disso, esfregacos de BMA e PRP-bma foram corados com

corante tipo Romanovsky"

para analisar a morfologia das plaquetas.

Analises Qualitativa e Quantitativa das Células Nucleadas da Medula Ossea (NBMC)

O liquido de Turk foi usado para diluir as amostras de BMA e PRP-bma para analisar as
NBMC. Estas células foram, entdo, contadas manualmente em camara de Neubauer. Além
Il

disso, os esfregacos de BMA e PRP-bma foram corados com o corante tipo Romanovsky

para analisar a morfologia das NBMC.

Processamento Tecidual

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 10 e 30 dias p6s-operatorios. A area do defeito
cirargico original e os tecidos circunjacentes foram removidos em bloco. As pecas foram
fixadas em solucdo de formoldeido a 4%, lavadas em &gua corrente e descalcificadas em
solucdo de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 18%. Apos descalcificacdo, as pecas
foram processadas e incluidas em parafina. Foram realizados cortes transversais seriados, em
relagdo aos molares, com 6 um de espessura, em direcdo apico-coronal. Os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina (H&E) para as analises histologica e histométrica ou

submetidos ao método da imunoperoxidase indireta.
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Para as reagbes imunoistoquimicas, 0s cortes histologicos foram desparafinizados e
reidratados em série decrescente de etanol. Para a recuperacdo antigénica, as laminas foram
incubadas em soluc&o tamp&o'" em uma camara pressurizada™ a 95°C por 10 min. Ao final de
cada passo da reacdo imunoistoquimica, as ldminas histoldgicas foram lavadas em tampéo
fosfato salino (0,1 M; pH 7,4). Subsequentemente, as laminas foram imersas em peréxido de
hidrogénio a 3% por 1 hora e, entdo, em soro de albumina bovina a 1% por 12 horas, para
blogueio da peroxidase enddgena e dos sitios inespecificos, respectivamente. L&minas
histolégicas contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas em quatro lotes, e
cada lote foi submetido a incuba¢do com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-PCNA
do rato gerado em cabra PCNA (1:150""), anti-BSP do rato gerado em coelho (1:1007),
anti-OCN do rato gerado em cabra OCN (1:100%), anti-TRAP do rato gerado em cabra
(1:100%). Os cortes histoldgicos foram incubados no anticorpo secundario biotinilado
durante 2 horas e subsequentemente tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase

888

da raiz forte>”, por 1 hora. A reagdo foi revelada usando o cromdgeno 3,3’- tetracloridrato de

diaminobenzidina

. Foi realizada a contracoloracdo com hematoxilina de Harris (para BSP,
OCN e TRAP) ou Fast green (para PCNA). Todas as amostras foram acompanhadas por um
controle negativo (os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos

anteriormente, suprimindo-se a utilizacdo dos anticorpos primarios).

Procedimento de Anélise Microscépica

Foram selecionados dez cortes histolégicos, representando o centro do defeito cirdrgico
original em uma direcdo apico-coronal, para as andlises histoldgica e histométrica (6 cortes) e
imunoistoquimica (4 cortes). Elas foram realizadas por examinadores calibrados e cegos em

relacdo ao tratamento realizado (software “ImageLab 2000 "),
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A andlise histologica do processo de cicatrizagdo periodontal foi realizada por um histologista
certificado e os seguintes parametros foram avaliados: 1) natureza e grau de inflamacéo; 2)
extensdo do processo inflamatdrio para os tecidos adjacentes; 3) presenca e extensdo de
necrose tecidual; 4) presenca anormal e extenséo de reabsor¢do de o0sso, de cemento e de
dentina; 5) estado da vasculatura; 6) padréo de estruturagdo da matriz extracelular dos tecidos
pré-existentes e dos tecidos neoformados; 7) padrdo de celularidade dos tecidos pré-existentes
e dos tecidos neoformados.

Critérios baseados no trabalho de Benatti et al.** foram utilizados para padronizar a analise
histométrica das imagens digitais:

Medidas lineares. 1) Extensdo Linear do Defeito (LED): extensdo linear do defeito dsseo
original no sentido mésio-distal; 2) Extensdo Remanescente do Defeito (ERD): extensdo
linear do defeito Gsseo original sem novo tecido dsseo; 3) Extensdo Linear da Raiz (LER):
extensdo linear da superficie radicular original que foi alisada; 4) Novo Cemento (NC): soma
das extensOes radiculares lineares do defeito cobertas com novo cemento.

Medidas de area: 1) Area Total do Defeito (TDA): correspondeu a area inteira do defeito
cirargico original; 2) Novo Osso (NB): porcdo da area total do defeito cirtrgico original
preenchida com novo 0sso; 3) Densidade de Novo Osso (DNB): area de novo 0sso menos a
area dos espacos medulares.

Critérios baseados no trabalho de Nagata et al.*® foram utilizados para padronizar a analise
imunoistoquimica da imagem digital. Células positivas para PCNA, BSP, OCN e TRAP

foram quantificadas dentro dos limites da TDA.

Anélise Estatistica
A normalidade e homocedasticidade dos dados foram verificadas. Cada parametro (ERD, NC,

NB, DNB, numero de células PCNA-positivas, nimero de células BSP-positivas, nimero de
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celulas OCN-positivas, numero de células TRAP-positivas) foi avaliado separadamente. Os
valores das medidas lineares e de &area para cada animal foram representados pela
porcentagem média dos seis cortes histologicos. ERD foi calculada como uma porcentagem
de LED, NC foi calculada como uma porcentagem de LER e NB foi calculada como uma
porcentagem de TDA. Para ERD, aos 10 dias pds-operatdrios, a significancia das diferencas
entre os grupos foi determinada pelo teste t. Para 0s outros parametros, a significancia das
diferencas entre os grupos foi determinada por uma andlise de variancia com dois fatores
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey post hoc quando a ANOVA mostrou uma diferenca
significativa entre os grupos (P < 0,05). Um célculo do poder da amostra foi realizado para
determinar o tamanho desta. O animal foi considerado como a unidade do estudo. O tamanho
da amostra foi determinado para prover um poder de 80% para reconhecer uma diferenca
significativa de 20% entre os grupos e o desvio-padrdo de 15%, com um intervalo de
confiangca de 95% (a = 0,05) usando a alteracdo na porcentagem de novo 0sso (NB) como

variavel de resultado primaria. Portanto, o tamanho da amostra necessario foi de 10 animais.

RESULTADOS

Acompanhamento Clinico
Os animais toleraram bem o procedimento cirdrgico e mantiveram-se saudaveis durante todo

0 periodo experimental.

Anélises Qualitativa e Quantitativa das Plaquetas
As plaquetas apresentaram morfologia normal. A quantidade média de plagquetas nas amostras

de BMA foi 630,83 + 127,39 x 10° plaquetas/pl, enquanto que nas amostras de PRP-bma foi



59

2.663,75 + 951,93 x 10° plaquetas/pl. Portanto, a concentragdo de plaquetas nas amostras de

PRP-bma foi mais que 4 vezes maior do que aquela observada nas amostras de BMA.

Analises Qualitativa e Quantitativa das NBMC

As NBMC apresentaram morfologia normal. A quantidade média de NBMC nas amostras de
BMA foi 637,25 + 172,24 x 10° NBMC/pl, enquanto que nas amostras de PRP-bma foi
3.099,24 + 141,59 x 10° NBMC/pl. Portanto, a concentracdo de NBMC nas amostras de PRP-

bma foi quase 5 vezes maior que aquela observada nas amostras de BMA.

Analise Histoldgica Qualitativa

Aos 10 dias pos-operatorios, o Grupo C apresentou finas trabéculas de tecido 6sseo imaturo
nas margens do defeito cirtrgico estendendo-se para o seu centro (Fig. 2A). O restante do
defeito estava ocupado por tecido conjuntivo altamente vascularizado, rico em fibroblastos e
com moderado infiltrado inflamatério. O Grupo PRP-bma apresentou tecido ésseo imaturo
composto por delgadas trabéculas 6sseas em toda a extensdo do defeito cirdrgico na maioria
dos espécimes (Fig. 2B). Aos 30 dias pos-operatorios, ambos 0s grupos apresentaram tecido
6sseo composto por espessas trabéculas 0sseas preenchendo totalmente o defeito cirdrgico
(Fig. 2C and D), com restituicdo completa do peridsteo sobrejacente e auséncia de infiltrado
inflamatorio. No Grupo PRP-bma, o trabeculado désseo mostrou-se evidentemente mais
espesso quando comparado ao Grupo C.

Novo cemento (NC) foi definido como o tecido inserido a superficie radicular com fibras
colagenas arranjadas em aspecto de palisadas. A formacdo do NC foi precedida pela
reabsorcdao superficial da dentina que foi alisada. O NC era uniformemente fino e acelular. Ele
estava conectado ao tecido conjuntivo contido no espaco periodontal por feixes de fibras que

se assemelhavam as fibras periodontais funcionalmente orientadas, as quais estavam, por sua
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vez, inseridas ao 0sso alveolar. Estas caracteristicas diferenciam NC dos depositos de tecido
semelhante ao 0ss0*®. No Grupo C, ndo foi observada neoformacéo de cemento em nenhum
espécime de 10 (Fig. 3A) ou 30 (Fig. 3C) dias pds-operatorios. Neste grupo, o ligamento
periodontal apresentou uma rede delicada de fibras coldgenas e uma pequena quantidade de
células inflamatorias aos 10 dias, enquanto que, aos 30 dias, este tecido mostrou-se rico em
fibroblatos e com fibras colagenas orientadas paralelamente a superficie radicular (Fig. 3C).
No Grupo PRP-bma, aos 10 dias, embora a maioria dos espécimes ndo apresentou formacéo
de NC, alguns deles apresentaram uma fina camada de matriz semelhante ao cementdide na
superficie radicular (Fig. 3B). Uma fina camada de NC cobrindo a raiz previamente desnuda
foi observada em todos os espécimes deste grupo aos 30 dias. Células semelhantes a
cementoblastos foram observadas na superficie do NC, entremeadas a espessas fibras

colagenas dispostas obliqguamente ou perpendicularmente a superficie radicular (Fig. 3D).

Anélise Imunoistoquimica Qualitativa

A técnica imunoistoquimica utilizada para detectar PCNA, BSP, OCN e TRAP mostrou uma
alta especificidade na deteccdo destas proteinas, como evidenciado pela auséncia total de
coloracdo nos controles negativos para as reagdes imunoistoquimicas. As células
imunorreativas apresentaram coloracdo acastanhada que estava confinada ao nucleo (PCNA),
ao citoplasma e matriz extracelular (BSP e OCN) ou exclusivamente ao citoplasma (TRAP).
Os grupos C e PRP-bma apresentaram marcacdes positivas para PCNA, BSP, OCN e TRAP
aos 10 e 30 dias pos-operatorios (Fig. 4). Células PCNA-positivas foram observadas ao redor
do osso neoformado, nos espacos da medula Gssea e no peridsteo, no tecido conjuntivo
localizado no centro do defeito naqueles casos sem a completa regeneracdo dssea, bem como
no ligamento periodontal regenerado. Células BSP-positivas foram observadas nos

osteoblastos e nas células semelhantes a cementoblastos. Células OCN-positivas foram
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observadas em osteoblastos. Osteoclastos (células TRAP-positivas multinucleadas) foram

observadas adjacente a superficie do novo osso formado.

Anélise Estatistica

O estudo apresentou poder estatistico de 0,99 considerando-se NB como variavel priméria.
Diferencas estatisticamente significativas ndo foram observadas na LED, LER ou TDA entre
0s grupos C e PRP-bma tanto aos 10 como aos 30 dias pos-operatorios (P > 0,05). As médias
e 0s desvios-padrdo de ERD, NB, DNB e NC, aos 10 e 30 dias pos-operatorios, com
comparacdo inter-grupos estdo apresentados na Figura 5. NB e DNB, aos 30 dias pds-
operatdrios, foram significativamente maiores quando comparados aos seus valores aos 10
dias pos-operatorios em ambos 0s grupos (comparagdes intra-grupo). Tanto no Grupo C como
no Grupo PRP-bma, os valores de NC, aos 10 dias p6s-operatorios, e de ERD, aos 30 dias
po6s-operatérios, foram zero.

As médias e 0s desvios-padrdo das células PCNA-positivas, BSP-positivas, OCN-positivas e
TRAP-positivas, aos 10 e 30 dias pds-operatorios, com comparagao inter e intra-grupos estao

apresentados na Tabela 1.

DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro, que se tem conhecimento, que avaliou o uso do PRP-bma
para promover a regeneragdo periodontal em ratos.

Um passo critico para alcangar a regeneracdo periodontal é a formacdo de novo cemento
(NC). Tem sido demonstrado que o cemento apresenta capacidade de auto-regeneracdo muito
limitada, mesmo na auséncia de exposicdo prévia ao biofilme dental®. Isso foi confirmado no

presente estudo, pois todos os espécimes do Grupo C, tanto aos 10 como aos 30 dias pos-
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operatdrios, apresentaram auséncia total de formacgdo de cemento. Por outro lado, todos os
espécimes do Grupo PRP-bma apresentaram, aos 30 dias pds-operatorios, significativa
neoformacdo de NC com fibras colagenas inseridas obliquamente ou perpendicularmente a
superficie radicular, indicando um ligamento periodontal funcional. A regeneracdo 6ssea foi
completa. Apesar das diferengas nos modelos experimentais e metodologias utilizadas, os
resultados deste estudo parecem corroborar os achados de Simsek et al.’, que também
observaram a formacdo significativa de NC, juntamente com ligamento periodontal e
formacdo de osso alveolar em defeitos de furca classe Il tratados com a combinagdo de
MSCs/PRP. As MSCs foram derivadas da medula 6ssea. Os autores também observaram que
os defeitos de furca classe Il tratados com PRP sozinho mostraram menor formagédo de NC
quando comparado aos defeitos tratados com MSCs/PRP.

Sabe-se que as MSCs sdo um dos tipos de células presentes na medula éssea que contribuem
para a regeneracdo de tecidos mesenquimais, incluindo o 0sso, cemento e ligamento
periodontal**’. E possivel que os resultados positivos na regeneragdo periodontal observados
no Grupo PRP-bma foram devidos a um aumento significativo de MSCs e GFs no sitio
cirargico. Embora uma contagem especifica de MSCs e GFs ndo tenha sido realizada no

presente estudo, esta hip6tese é suportada pelos achados de Nishimoto et al.*

que conduziram
um estudo in vitro para analisar a qualidade do PRP derivado do sangue periférico (PRP-pb) e
do PRP derivado do aspirado de medula éssea (PRP-bma). Os autores observaram que a
densidade de plaquetas e os niveis de GFs (PDFG e TGF-B) no PRP-bma foram os mesmos
que no PRP-pb e, também, confirmaram que o PRP-bma apresentou uma alta concentracao de
células tronco. Portanto, é plausivel inferir que, no presente estudo, 0 PRP-bma atuou como
uma boa fonte de MSCs e GFs. Estudos tém mostrado que MSCs adultas, osteoblastos,

fibroblastos e células endoteliais expressam receptores na membrana celular que sao

especificos para os GFs presentes no PRP*%. Sugere-se, também, que os GFs presentes no
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PRP podem ativar diversos tipos celulares envolvidos na cicatrizacdo de feridas e induzir a
cicatrizacdo de tecidos moles e regeneracio 6ssea™’. Pode-se sugerir que no Grupo PRP-
bma, houve um ndmero maior de MSCs no sitio cirdrgico. O nivel aumentado de GFs
provavelmente ndo somente estimulou a proliferacdo de MSCs, mas também estimulou a
diferenciacdo das mesmas em células da linhagem fibroblastica, osteoblastica e
cementoblastica e a maturacdo destas células. Esta hipdtese é suportada pelos achados
imunoistoquimicos do presente estudo, no qual o Grupo PRP-bma apresentou um numero de
celulas PCNA-positivas e BSP-positivas significativamente maior que o Grupo C, aos 10 dias
pos-operatérios. Aos 30 dias pos-operatorios, o nimero de células BSP-positivas ainda
permaneceu significativamente maior no Grupo PRP-bma do que no Grupo C, indicando um
efeito positivo na diferenciacdo e maturacdo dos osteoblastos e células semelhantes a
cementoblastos.

Além desses efeitos nas MSCs, os GFs no sitio cirargico devem ter tido também um efeito
bioestimulatdrio nas outras células. O PDGF pode ter estimulado a angiogénese e a ativacdo
de macréfagos®, a atividade proliferativa nos fibroblastos do ligamento periodontal®, bem
como a quimiotaxia de fibroblastos e a sintese de colageno®. O TGF-B provavelmente
também promoveu a producdo de matriz extracelular*', aumentou a atividade proliferativa dos
fibroblastos do ligamento periodontal® e estimulou a biossintese do coldgeno tipo | e da
fibronectina®.

Em uma revisdo recente sobre o papel das MSCs no reparo de feridas, Maxson et al.**
afirmaram que a sinalizacdo parécrina tem sido implicada como um dos mecanismos pelos
quais as MSCs melhoram o reparo de tecidos. A sinalizacdo paracrina das MSCs regula as
respostas celulares locais a injaria pela liberacdo de moléculas biologicamente ativas que
afetam a migracdo e proliferacdo celulares e sobrevivéncia das células adjacentes. Outro

componente significativo do mecanismo de acdo das MSCs é que elas atenuam diretamente a
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resposta inflamatéria®* através da regulacdo negativa de citocinas pré-inflamatérias e
regulagdo positiva de citocinas anti-inflamatérias®. Portanto, considerando os resultados
histoldgicos, histométricos e imunoistoquimicos do presente estudo, é plausivel inferir que o
PRP-bma atuou como uma boa fonte de MSCs que se diferenciaram em células ativas
semelhantes a cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos, que tiveram efeitos paracrinos nos
tecidos circunjacentes e atenuaram a resposta inflamatoria local, promovendo, assim, a
regeneracao periodontal.

Alguns estudos demonstraram que o PRP-bma promoveu a regeneracéo 6ssea*®°. Contudo,
no presente estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
quantidade de NB, células OCN-positivas e células TRAP-positivas entre os grupos C e PRP-
bma. Uma possivel explicagdo para a falta de efeito do PRP-bma na quantidade de formacéo
6ssea no presente estudo é que um defeito periodontal de tamanho ndo-critico foi utilizado.
Apesar de ser de tamanho ndo-critico, tem sido comprovado que o modelo de defeito
periodontal usado no presente estudo € um modelo confidvel para estudar a cicatrizagdo
periodontal sem a contaminagao de bactérias orais ou invasio de epitélio gengival” %,

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o PRP-bma promoveu formagéo de NC

com ligamento periodontal funcional.

FOOTNOTES

* Vetaset®, Fort Dodge Animal Health, Charles City, 1A

™ Coopazine®, Coopers Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil

""Hermle Z323K Centrifuge, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemanha
Hpentabi6tico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge® Salde Animal Ltda., Campinas,

Brasil
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S5Cloreto de Calcio a 10%, ScienceLab.com Inc., Houston, TX

"LaborClin, Pinhais, Brasil

"Diva Decloaker, Biocare Medical, Concord, CA

##Decloaking Chamber™, Biocare Medical, Concord, CA

““Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA

**Chemicon International, Temecula, CA

' santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA

$%Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, Carpinteria,
CA

""[DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, Carpinteria, CA

"Diracon Bio Informética Ltda., Vargem Grande do Sul, Brasil
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LEGENDA DE FIGURAS

Figura 1. llustragdo esquematica do defeito de fenestracdo periodontal criado cirurgicamente.
(a) Vista vestibular; (b) Corte transversal.

Figura 2. Tecido dsseo imaturo preenchendo parcialmente o defeito periodontal no Grupo C
(a); tecido 6sseo imaturo preenchendo completamente os defeitos periodontais no Grupo
PRP-bma (b), aos 10 dias pos-operatérios. Completo fechamento dos defeitos periodontais
com tecido 6sseo neoformado nos grupos C (c) e PRP-bma (d), aos 30 dias pds-operatérios.
H&E, aumento original 40x. Scale Bar = 250 um. CT: tecido conjuntivo; DE: dentina; NB:
novo 0sso; cabecas de setas: superficie radicular que foi alisada.

Figura 3. Fina rede de fibras colagenas na superficie radicular nos grupos C (a) e PRP-bma
(b), aos 10 dias pds-operatdrios. Notar a deposi¢do de matriz semelhante ao cementdide no
Grupo PRP-bma (asterisco branco). Grande quantidade de fibras coldgenas orientadas
paralelamente a superficie radicular no Grupo C (c); fibras colagenas inseridas e orientadas
obliqguamente ou perpendicularmente a superficie radicular no Grupo PRP-bma (d), aos 30
dias poOs-operatorios. Notar a deposicdo de novo cemento no Grupo PRP-bma (asteriscos
pretos). H&E, aumento original 1000x. Scale Bar = 25 um. Asterisco branco: matriz
semelhante ao cementéide; asteriscos pretos: novo cemento; DE: dentina; PL: ligamento
periodontal.

Figura 4. Padrdo de imunomarcacdo para PCNA, BSP, OCN e TRAP no defeito periodontal.
Fotomicrografias evidenciando células PCNA-positivas nos grupos C (a) e PRP-bma (b), aos
10 dias pds-operatérios, e grupos C (c) e PRP-bma (d), aos 30 dias pds-operatdrios.
Fotomicrografias evidenciando células BSP-positivas nos grupos C (e) e PRP-bma (f), aos 10
dias, e grupos C (g) e PRP-bma (h), aos 30 dias. Fotomicrografias evidenciando células OCN-
positivas nos grupos C (i) e PRP-bma (j), aos 10 dias, e grupos C (k) e PRP-bma (l), aos 30

dias. Fotomicrografias evidenciando células TRAP-positivas nos grupos C (m) e PRP-bma
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(n), aos 10 dias, e grupos C (0) e PRP-bma (p), aos 30 dias. Scale bar = a-1 = 20 um; m-p =30
pm. PCNA, antigeno nuclear de proliferacdo celular; BSP, sialoproteina 0ssea; OCN,
osteocalcina; TRAP, fosfatase &cida resistente ao tartarato; CT, tecido conjuntivo; NB, novo
0ss0; cabegas de setas pretas: células imunomarcadas.

Figura 5. Valores percentuais médios e desvios-padrdo (média £ DP) das medidas ERD, NB,
DNB e NC, com comparacgdes inter-grupos, aos 10 (a) e 30 (b) dias poOs-operatorios.
*: P<0,05. ERD, extensdo remanescente do defeito; NB, novo 0sso; DNB, densidade do novo

0ss0; NC, novo cemento.
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Tabela 1.

80

Médias e desvios-padrdo das células PCNA-positivas, BSP-positivas, OCN-positivas e

TRAP-positivas aos 10 e 30 dias pds-operatdrios, com comparagdo inter-grupos e intra-

grupos.
PRP-bma
Variaveis
10 dias 30 dias 10 dias 30 dias
PCNA 262,40 + 213,82 66,20 + 12,19 567,80 + 155,40° 197,00 + 66,66
BSP 94,75 + 10,56 80,33 + 65,23 321,66 * 55,05b 210,25 + 77,17°
OCN 14,75+ 12,50 8,80 +9,44 10,17 £ 4,54 6,75+ 1,50
TRAP 30,00 + 26,75 28,43 + 10,16 19,71+ 7,72 24,50 + 13,32

Comparagdes inter-grupos:

Diferenca significativa quando comparado ao Grupo C aos 10 dias (P < 0,01);

"Diferenca significativa quando comparado ao Grupo C aos 10 dias (P < 0,05);

‘Diferenca significativa quando comparado ao Grupo C aos 30 dias (P < 0,05).

Comparagdes intra-grupos:

“Diferenca significativa quando comparado ao Grupo PRP-bma aos 10 dias (P < 0,001).
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Instructions to Authors

Updated January 2013

This update removes the Case Reports section, as the Journal is no longer accepting these papers. Authors are
encouraged to submit Case Reports to Clinical Advances in Periodontics. Figure guidelines have been replaced
with a more extensive guide. Please see the Journal of Periodontology Digital Art Guidelines for more
information. Other revisions and important items are highlighted in boldface type.

Please see page 8 for requirements when submitting clinical trials to the Journal of Periodontology.

CONTENT

The Journal of Periodontology publishes articles relevant to the science and practice of periodontics

and related areas. Manuscripts are accepted for consideration with the understanding that text, figures,
photographs, and tables have not appeared in any other publication, except as an abstract prepared and published
in conjunction with a presentation by the author(s) at a scientific meeting, and that material has been submitted
only to this journal.

MANUSCRIPT CATEGORIES AND SPECIFIC FORMATS

Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the categories defined below. Specific
information regarding length and format is provided for each category. Please also refer to the instructions
provided under Manuscript Submission, Preparation, and Format.

All manuscripts will be reviewed by the Editors for novelty, potential to extend knowledge, and relevance to
clinicians and researchers in the field. Some manuscripts will be returned without review, based on the Editors’
judgment of the appropriateness of the manuscript for the Journal of Periodontology.

ORIGINAL ARTICLES

These are papers that report significant clinical or basic research on the pathogenesis, diagnosis, and treatment of
the different forms of periodontal disease. Papers dealing with design, testing, and other features of dental
implants are also included.

Format

Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract, references, and figure legends). The
reference list should not exceed 50 references, and the combined number of figures and tables must be six or
fewer. Multi-panel figures are acceptable.

Abstract

All original articles should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than 250 words and the
following four paragraphs:

* Background: Describes the problem being addressed.

* Methods: Describes howthe study was performed.

* Results: Describes the primary results.

* Conclusions: Reports what authors have concluded from these results, and notes their clinical implications.
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Introduction
The Introduction contains a concise review of the subject area and the rationale for the study. More detailed
comparisons to previous work and conclusions of the study should appear in the Discussion section.

Materials and Methods

This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other investigators would be able to
reproduce the research. When established methods are used, the author need only refer to previously
publishedreports; however,the authors should provide brief descriptions of methods that are not well
knownorthathavebeenmodified.ldentifyalldrugsand chemicals used, including both generic and, if necessary,
proprietary names and doses. The populations for research involving humans should be clearly defined and
enrollment dates provided.

Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures, and illustrations as
appropriate.

Discussion

New and possible important findings of the study should be emphasized, as well as any conclusions that can be
drawn. The Discussion should compare the present data to previous findings. Limitations of the experimental
methods should be indicated, as should implications for future research. New hypotheses and clinical
recommendations are appropriate and shouldbe clearly identified. Recommendations, particularly clinical ones,
may be included when appropriate.

MANUSCRIPT SUBMISSION, PREPARATION, AND FORMAT

The Journal of Periodontology accepts manuscript submissions online at:
http://mc.manuscriptcentral.com/jperio.

Authors should prepare manuscripts in accordance with both the instructions below and the

preceding instructions provided for each manuscript category.

Detailed instructions for online submission are described under ‘“WebUploading Policies and Instructions.”’
Inquiries regarding current submissions should be sent to: Managing Editor, Journal of Periodontology, 737
North Michigan Avenue, Suite 800, Chicago, IL 60611-6660. Telephone: 312/573-3224; e-mail:

julie@perio.org.

SUBMISSION

Authorship

Individuals identified as authors must meet the following criteria established by the International Committee of
Medical Journal Editors: 1) substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or analysis
and interpretation of data; 2) drafting the article or revising it critically for important intellectualcontent; and 3)
final approval of the version to be published.

Once the Journal has received a manuscript, any changes in authorship must be faxed to the editorial office at
312/573-3225 (attn: Jerry Eberle, Editorial Coordinator) or e-mailed to jerry@perio.org and must contain the
signature of the author who has been added or removed from the paper. Authors who are added must submit a
conflict of interest and financial disclosure form (described under ‘‘Acknowledgments and Conflicts of
Interest’”).

Conflict of Interest and Financial Disclosure Forms

A conflict of interest and financial disclosure form must be submitted for each author.

The form can be found on ScholarOne Manuscripts (http://mc.manuscriptcentral.com/jperio) in the upper right-
hand corner under ‘‘Instructions & Forms.”” More information on conflicts of interest can be found under
““Conflicts of Interest’” below.

PREPARATION

Style

Please follow the guidelines below when preparing the manuscript:

* Be sure to put the genus and species of an organism and the journal names in the reference section in italics.
* The Journal of Periodontology does not italicize common Latin terms such as in vitro, in vivo, e.g., or i.e.

* Use a block style;do not tabulate or indent material.



Anexo E — Normas para Publicagdo segundo o Periodico “Journal of Periodontology” 85

* Refer to the 4th edition of the Glossary of Periodontal Terms published by the American Academy of
Periodontology for preferred terminology.

* Authors are encouraged to use the disease classification as outlined in the Annals of Periodontology, volume 4
(1999 International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions).

FORMAT
Manuscripts must be submitted in Microsoft Word.
Margins should be at least 1°” on both sides and top and bottom. Materials should appear in the following order:
Title Page
Abstract (or Introduction) and Key Words
Text
Footnotes
Acknowledgments
References
Figure Legends
Tables
Figures should not be embedded in the manuscript. Please see the Journal of Periodontology Digital Art
Guidelines for more information on submitting your figures.
Authors should retain a copy of their manuscript for their own records.

TITLE PAGE

The Title Page should contain: 1) a concise but informative title; 2) first name, middle initial, and last name of
each author, with the highest academic degree and the current institutional affiliation, including department for
each (please use footnote symbols in the sequence *, T, i, §, k, 9, #, **, etc. to identify authors and their
corresponding institutions); 3) disclaimers, if any; 4) the name and address (including fax number and e-mail) of
the author(s) responsible for correspondence (please indicate whether fax number and e-mail can be published);
5) word count and number of figures and tables in the manuscript; 6) a short running title of no more than 60
characters, including spaces; and 7) a one-sentence summary describing the key finding(s) from the study.

ABSTRACT OR INTRODUCTION
Please see specific instructions provided for each manuscript category.

KEY WORDS
A maximum of six key words or short phrases, drawn from MeSH documentation, to facilitate indexing should
be listed below the abstract.

TEXT
Please see specific instructions provided for each manuscript category.

ACKNOWLEDGMENTS AND CONFLICTS OF INTEREST

Acknowledgments(s)

Following the Discussion, acknowledgments may be made to individuals who contributed to the research or the
manuscript preparation at a level that did not qualify for authorship. This may include technical help or
participation in a clinical study. Authors are responsible for obtaining written permission from persons listed by
name. Acknowledgments must also include a statement that includes the source of any funding for the study, and
defines the commercial relationships of each author.

Conflicts of Interest

In the interest of transparency and to allow readers to form their own assessment of potential biases that may
have influenced the results of research studies, the Journal of Periodontology requires that all authors declare
potential competing interests relating to papers accepted for publication. Conflicts of interest are defined as those
influences that may potentially undermine the objectivity or integrity of the research, or create a perceived
conflict of interest.

Authors are required to submit:

1) A statement in the acknowledgments section of the manuscript that includes the source of any funding for the
study, and defines the commercial relationships of each author. If an author has no commercial relationships to
declare, a statement to that effect should be included. This statement should include financial relationships that
may pose a conflict of interest or potential conflict of interest. These may include financial support for research
(salaries, equipment, supplies, travel reimbursement); employment or anticipated employment by any
organization that may gain or lose financially through publication of the paper; and personal financial interests
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such as shares in or ownership of companies affected by publication of the research, patents or patent
applications whose value may be affected by this publication, and consulting fees or royalties from organizations
which may profit or lose as a result of publication. An example is shown below.

2) A conflict of interest and financial disclosure form for each author. This form can be found on Scholar- One
Manuscripts (http://mc.manuscriptcentral.com/jperio) in the upper right-hand corner under ‘Instructions &
Forms.”” The form should be completed by each author and provided to the corresponding author. The
corresponding author is responsible for submitting these forms fromeach author when the manuscript is
submitted. These forms should be sent to Jerry Eberle, Editorial Coordinator, either via e-mail at jerry@perio.org
or fax at 312/573-3225. These forms can also be uploaded in the cover letter area during the manuscript
submission process.

Conflict of interest information will not be used as a basis for suitability of the manuscript for publication.

Example of Conflict of Interest Statement:
This study was supported by a grant from the Acme Implant Corporation, Seoul, Korea. Dr. Lee is on the
scientific advisory board for Acme Implant Corporation and gives lectures sponsored by the company. Dr. Smith
is a consultant and shareholder of the Brownstone Implant Corporation, Boston, Massachusetts. Dr. Wang is
employed full-time as chief technical officer of the Acme Implant Corporation. Drs. Able, Kim, and Bruce report
no conflicts of interest related to this study.
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