Carolina dos Santos Santinoni

Efeitos do Plasma Rico em Plaquetas, do Laser
de Baixa Intensidade ou da associacao de
ambos na regeneracao ossea. Uma revisao de

literatura.

ARACATUBA - SP
2009



Carolina dos Santos Santinoni

Efeitos do Plasma Rico em Plaquetas, do Laser
de Baixa Intensidade ou da associacao de
ambos na regeneracao ossea. Uma revisao de

literatura.

Trabalho de Conclusiao de Curso como parte dos
requisitos para a obtenc¢ao do titulo de Graduacgao
em QOdontologia da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho”.

Orientadora: Prof* Adjunto Maria José Hitomi Nagata

ARACATUBA - SP
2009



Dedicatoria

_/q Deus

“Neste momento tdo especial, volvo a Ti o meu olhar e elevo o
meu louvor. Agradecgo por tanto amor e por ter-me permitido
superar mais esta etapa.

Quero hoje, entrelagcando as minhas mdos em suas mdaos,
pedir que continue a caminhar comigo por toda minha vida.
Deu-me serenidade para aceitar tudo aquilo que ndo poderia
e ndo deveria ser mudado.

Deu-me forca para mudar tudo o que pode ser mudado.

E, acima de tudo, deu-me sabedoria para distinguir uma coisa

da outra.”



Agradecimentos

/qminha sincera gratiddo. . .

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba -
Universidade Estadual Paulista

“Jalio de Mesquita Filho” — UNESP,

nas pessoas de seu

Diretor Pedro Felicio Estrada Bernabé ¢
Vice-Diretora Ana Maria Pires Soubhia

pela oportunidade da realizagao deste curso.



Agradecimentos

ﬂ minha familia,

Pai (Vanderlei), Mde (Ana) e Juliana,

Vocés me presentearam com a riqueza do estudo e fizeram de mim ndo apenas
profissional mas, sobretudo, um ser humano.

A vocés que se fizeram presentes por toda minha luta meu reconhecimento
sincero pela compreensdo e minhas desculpas pelas horas roubadas de seu
convivio.

Companheiros de todos os meus momentos.

Estimuladores supremos de minhas vontades para a caminhada do amanha.

Sem o amor de vocés, eu nada seria.

ﬂo meu anjo,

Daniel,

Deus colocou vocé em minha vida pra que pudesse me guardar me proteger, me
velar e me cuidar. Seus olhos sao a fonte de minha forca.

Sem vocé, muitas conquistas ndo seriam possiveis € muitos sonhos ndo seriam
realizados.

Vocé compartilhou comigo os meus momentos de felicidade e minimizou os
meus momentos de angustias.

Palavras sdo insignificantes para demonstrar o quao especial ¢ ter voc€ em
minha vida.

Porém, ndo poderia deixar de agradecé-lo por estar presente em cada passo meu.

Amo vocé!



Agradecimentos

\
/‘4 minha orientadora,

Prof.” Adjunto Maria José Hitomi Nagata

Ensinar ¢ acreditar que se pode contribuir para a formagdo de um carater, ¢
compartilhar de sua propria existéncia.

A mestre que me guiou para além das teorias, das filosofias e das técnicas, que
me deu a consciéncia do valor de minha profissado, alertando-me sobre as
responsabilidades e mostrando-me que sempre hé algo mais para se aprender a

cada dia, a minha eterna gratidao!

ﬂos professores Alvaro e Valdir,

Quero agradecé-los por sempre me receberem com tanto carinho, nos
momentos de duvida, necessidade ou tranqtiilidade.

O incentivo que tive através do exemplo de vocés me fez amar ainda mais
a Periodontia.

Desejo continuar a aprender sempre mais, a cada dia, na presenca de

VOCES.



Agradecimentos

ﬂos meus amigos da Periodontia,

Desde que comecei o meu tao sonhado estagio, vocés foram minha segunda
familia, afinal passavamos a maior parte das horas dos nossos dias juntos.
Fomos familia nos momentos de risos, nos momentos de pressa, nos momentos
de desentendimentos.

Vocés foram a familia que se fez guia para os meus passos, para os meus acertos
e para as minhas escolhas dentro do mundo académico.

Obrigada pela dedicagdo e por cada minuto que passaram comigo.

Com certeza vocés estdo se formando com €xito no que estio empenhados nesse

momento de suas vidas: ser mestres!

ﬂos meus amigos pessoais,

Sem citar nomes para ndo cometer injustigas, sei que tocarei o coragao
daqueles que assim se sentem: meus amigos!

Gostaria de agradecé-los por fazerem parte da constru¢ao do que hoje ¢ a
minha vida.

Vocés também foram muito importantes para o meu crescimento.

Quero desculpar-me pelos erros e pelos momentos de auséncia.

Mas saibam que muitos dos meus passos visam deixar orgulhosos aqueles

que sdo tdo importantes para mim.

Saber que posso contar com vocé€s mesmo com a distdncia que muitas

vezes persiste em existir, contrariando nossas vontades, € o que mais me leva a

crer que nossa amizade permanecera por todos os tempos.



Epigrafe

“Somente quem vé a mao de Deus em todas
as coisas pode colocar todas as

coisas em suas mdaos.”’



Resumo



Santinoni, CS. Efeitos do Plasma Rico em Plaquetas, do Laser de Baixa
Intensidade ou da associacdo de ambos na regeneracao 0ssea. Uma revisao
da literatura. Trabalho de Conclusdao de Curso — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2009.

Resumo

A regeneragao de defeitos 0sseos tem atraido o interesse de pesquisadores de varios ramos da
saude. Atualmente, a reconstrucdo 6ssea pode ser obtida, basicamente, com a aplicagdo de
estimulos fisicos (ultra-som, campos eletromagnéticos, laser) ou quimicos (biomateriais,
fatores de crescimento). Entre os estimulos fisicos, uma técnica que tem sido muito estudada e
discutida recentemente ¢ o uso do laser. Os lasers podem ser classificados como cirtirgicos
(alta intensidade) ou nao-cirurgicos (baixa intensidade). Os Lasers de Baixa Intensidade (LBI)
sdo usados para estimular tecidos e promover a cicatrizagdo de feridas. Em relacdo aos
estimulos quimicos utilizados para a regeneracdo Ossea, destaca-se o Plasma Rico em
Plaquetas (PRP). O uso do PRP ¢ baseado na premissa de que plaquetas constituem um
reservatorio natural de fatores de crescimento que, uma vez liberados, podem regular
positivamente o processo de regeneracgio Ossea. E importante ressaltar que estudos clinicos e
em animais t€ém mostrado resultados contraditorios em relacao aos beneficios do PRP na
regeneragdo ossea. O uso do LBI como um agente biomodulador tecidual também ¢ bastante
controverso, principalmente quando se trata de sua aplicacdo em tecidos mineralizados. O
objetivo deste estudo foi revisar as evidéncias atuais que sustentam o uso do PRP e do LBI
para a potencializagdo da regeneragao 6ssea, bem como discutir a racionalidade biologica para

a associacdao de ambos nos procedimentos regenerativos.

Palavras-chave: Regeneragio dssea; substincias de crescimento; plaquetas.



Abstract



Santinoni, CS. Effect of Platelet Rich Plasma, Low Level Laser Intensity and
the combination of both on bone healing. A literature review. Dental School

of Aragatuba, S3o Paulo State University, Aragatuba, 2009.

Abstract

Researchers continuously strive to improve bone grafting techniques and to provide means to
obtain a faster and denser bone regeneration. At present, bone reconstruction can be obtained
by the application of either physical (ultra-sound, electromagnetic fields, laser) or chemical
stimulus (biomaterials, growth factors). Among the physical stimulus, a technique that has
been extensively studied lately is the use of laser. The lasers can be classified as surgical (high
power) and non-surgical (low-power) for therapeutic purposes. Low level lasers therapy
(LLLT) is widely used to stimulate tissues and improve wound repair. With regard to
chemical stimulus used for improving bone regeneration, the Platelet-Rich Plasma (PRP) has
been largely used. The rationale behind the use of PRP is the assumption that it may improve
wound healing by increasing the levels of growth factors in the wound site after degranulation
of the platelets. It is important to emphasize that clinical and animal studies have yielded
contradictory results with regard to the effect of PRP on bone healing. The use of the low
level laser as a tissue biostimulation agent is also controversial, mainly with regard to
mineralized tissues. The purpose of this study was to review the present available evidences
that support the use of PRP and LLLT to enhance bone regeneration, as well as to discuss the

rationale to combine both therapies for regenerative procedures.

Keywords: LLLT; Platelet-Rich Plasma; Bone regeneration.
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1. Introducao

O osso, sendo resistente e rigido, representa o principal elemento de sustentacdo do
corpo. O tecido altamente mineralizado que o constitui exibe, além das suas propriedades
mecanicas, uma alta capacidade de regeneragdo espontanea (VIKJAER et al., 1997). Assim,
fraturas ou defeitos 6sseos sdo curados com a produgdo de novo tecido 6sseo com a mesma
alta organizacao estrutural do tecido original. No entanto, esta capacidade regenerativa ¢
limitada pelo tamanho da lesdo. Defeitos 6sseos extensos provocados por traumas, infecgoes,
neoplasias e anomalias de desenvolvimento ndo se regeneram espontaneamente,
representando um problema atual na medicina e odontologia (ASCENCIO et al., 2004).

M¢étodos de reconstrugdo Ossea sdo pré-requisitos essenciais para a reabilitagdo
funcional de perdas 6sseas traumaticas ou decorrentes de patologias. H4 uma constante busca
por meios de se obter um reparo mais rapido e com maior densidade 6ssea (RAGHOEBAR et
al. 2005).

Atualmente, a reconstrucao 6ssea pode ser obtida, basicamente, com a aplicacdo de
estimulos quimicos tais como biomateriais ¢ proteinas 6sseas morfogenéticas (BMP) e fisicos,
tais como ultrassom, campos eletromagnéticos e, mais recentemente, a terapia com laser de
baixa intensidade (LBI) (PRETEL et al., 2007).

Em 1998, Marx et al. propuseram o uso local do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) para
acelerar a maturacdo de enxertos Osseos autdgenos. Segundo estes autores, os enxertos 0sseos
autégenos com PRP repararam mais rapidamente e apresentaram maior densidade Ossea que
os enxertos sem PRP. A racionalidade para o uso local do PRP esta, sobretudo, no aumento
do nivel de fatores de crescimento no sitio da ferida ap6s a degranulagdo das plaquetas.

Entre os fatores de crescimento presentes no PRP destacam-se o Fator de Crescimento
Derivado das Plaquetas (PDGF) e o Fator de Crescimento Transformador-f (TGF-B)
(WHITMAN et al. 1997; MARX et al. 1998). Estudos in vivo e in vitro da agdo isolada
destes fatores concluiram que os mesmos sdo potenciais agentes terapéuticos para acelerar o
reparo de defeitos dsseos (LYNCH et al. 1987; NASCH et al. 1992; CASSIEDE et al. 1996;
DUCY et al. 2000).

Apesar dos resultados promissores relatados por Marx et al. (1998), estudos clinicos
avaliando o uso do PRP associado a diversos enxertos e materiais aloplasticos para
levantamento de seios maxilares (WILTFANG et al. 2003; KASSOLIS & REYNOLDS
2005), aumento de rebordos alveolares (SHANAMAN et al. 2001), reconstru¢do de
mandibulas atréficas (ROBIONY et al. 2002) ou tratamento de defeitos periodontais



15

(CAMARGO et al. 2002; LEKOVIC et al. 2002) tém apresentado resultados controversos em
relagdo a formagao e maturagdo Osseas.

Resultados controversos também tém sido obtidos em estudos animais. O PRP tem
sido avaliado como meio de acelerar a osseointegragao de implantes de titanio (ZECHNER et
al. 2003), em levantamento de seio maxilar combinado com hidroxiapatita bovina (FURST et
al. 2003) ou com osso autogeno (JAKSE et al. 2003), em tratamento de defeitos mandibulares
associado ao osso autdégeno (FENNIS et al. 2004; CHOI et al. 2004) e no tratamento de
defeitos craniais combinado com osso autégeno (AGHALOO et al. 2002), osso bovino
(AGHALOQO et al. 2004) ou enxertos aldgenos (AGHALOO et al. 2005).

Portanto, varios estudos foram realizados para avaliar a associa¢do do PRP com
enxertos ou materiais aloplasticos. Contudo, como esses enxertos € materiais sdo geralmente
osteocondutores, eles poderiam, potencialmente, obscurecer os efeitos osteocondutores
genuinos do PRP (PRYOR et al. 2005). Assim, a realizagdo de novos estudos ¢ fundamental
para avaliar os reais beneficios do uso isolado do PRP na reconstrug¢do dos tecidos duros e
moles (WILTFANG et al. 2003).

Poucos estudos foram realizados para avaliar a a¢ao isolada do PRP no reparo 6sseo.
Defeitos 6sseos tratados apenas com PRP em fémur (DALLARI et al. 2005) ou cranio
(AGHALOQO et al. 2005) de coelhos e mandibulas de caes (YAMADA et al. 2004) nao
mostraram vantagens no processo de neoformacdo Ossea. Entretanto, resultados favoraveis
foram relatados por Anitua (1999), Sammartino et al. (2005) e Simon et al. (2004) no reparo
Osseo de cavidades alveolares tratadas apenas com PRP. Ao analisar alguns desses estudos,
verifica-se que a falta de andlise histométrica do novo osso formado (ANITUA 1999;
SAMMARTINO et al. 2005), a nao utilizacao de defeitos de tamanho critico (ANITUA 1999;
SAMMARTINO et al. 2005; AGHALOO et al. 2005) e a auséncia de andlise histoldgica dos
sitios controle (SAMMARTINO et al. 2005) foram fatores que dificultaram o estabelecimento
de conclusdes definitivas sobre o efeito biologico do PRP quando usado isoladamente.
Portanto, Messora et al. (2008) realizaram um estudo planejado para avaliar todos esses
fatores e, assim, poderem obter conclusdes confidveis a respeito do real efeito do uso isolado
do PRP no reparo 6sseo. Os autores concluiram que o PRP aumentou significativamente a
cicatrizagdo 6ssea em defeitos de tamanho critico em calvarias de ratos.

Outra técnica que tem sido muito estudada e discutida recentemente € o uso do laser.
Os lasers podem ser classificados como cirtrgicos (alta intensidade) ou ndo-cirurgicos (baixa
intensidade). Os Lasers de Baixa Intensidade (LBI) sdo usados para estimular tecidos e

promover a cicatrizacao de feridas (AMORIM et al., 2006; NICOLAU et al., 2003) e também
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possuem efeito antiinflamatorio e analgésico (WELDLOCK et al., 1996; ENWEMEKA et al.,
2004; TAM, 1999). Resultados positivos t€m sido obtidos no tratamento de ulcera oral
(WALSH, 1997), gengivite (QADRI et al., 2005) e periodontite (QADRI et al., 2005; de
ALMEIDA et al., 2007, GARCIA et al., 2009). O mecanismo de a¢do do LBI no processo de
cicatrizacdo tecidual ainda ndo esta totalmente compreendido. Acredita-se que o LBI atua na
biomodulacdo tecidual (NICOLAU et al., 2003) através de um processo fotoquimico, no qual
o feixe de luz ¢ absorvido pelos componentes intracelulares e convertido em energia
metabolica envolvendo o processo de respiragdo celular por intermédio do citocromo
(BELKIN et al., 1988).

O uso do LBI como um agente biomodulador tecidual & bastante controverso,
principalmente quando se trata de sua aplicacdo em tecidos mineralizados. De fato, o LBI ¢
mais freqiientemente utilizado em tecidos moles, mas ha um crescente interesse na sua
aplicagdo em tecidos duros (WEBER et al., 2006). Varios estudos demonstraram que o LBI
pode potencializar o reparo de defeitos dsseos e fraturas (LUGER et al., 1998; FREITAS et
al., 2000; PINHEIRO et al., 2003; MERLI et al., 2005; WEBER et al., 2006; PRETEL et al.,
2007). Contudo, € preciso considerar que resultados desfavoraveis também foram observados
por outros autores (BRAEKT et al., 1991; GOLDJESTANI et al., 1994; DAV et al., 1996).

O LBI tem sido indicado para diferentes tratamentos clinicos. As finalidades de sua
aplicacdo variam desde o controle da dor ate o estimulo de complexos mecanismos
envolvidos na cicatrizagdo tecidual. Contudo, a acdo do LBI na cicatrizagdo Ossea ainda
precisa ser melhor avaliada (PRETEL et al., 2007).

A associagdo PRP/LBI também merece ser investigada, uma vez que ambos, PRP e
LBI, podem atuar de forma sinérgica no processo de reparo 6sseo.

Alguns estudos in vitro ja demonstraram que o processo de secre¢do das plaquetas e a
liberacdo de substincias armazenadas nos granulos especificos (adenina, nucleotideos e
proteinas) podem ser potencializados pela a¢do do laser (OLBAN et al., 1998; GRESNER et
al., 2005). O uso do LBI associado ao PRP poderia, entdo, aumentar a concentragao de fatores
de crescimento no sitio da ferida.

O objetivo deste estudo foi revisar as evidéncias atuais que sustentam o uso do PRP e
do LBI para a potencializagdo da regeneragdo Ossea, bem como discutir a racionalidade

bioldgica para a associacao de ambos nos procedimentos regenerativos.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Plasma Rico em Plaquetas

A Evolucao

Diante de uma injUria traumadtica ou cirurgica onde ocorre dano vascular, manifesta-se
um dos mais complexos mecanismos a favor da vida: a hemostasia. Trés grupos de
fendomenos fisioldgicos compdem este evento: histovasculoplaquetdrios, plasmadticos e
trombodinamicos (VANDER et al., 1981; BERNE; LEVY, 2000; GUYTON; HALL, 2002;
SANTOS; SANTOS, 2004).

A destruicdo da rede vascular ¢ seguida de vasoconstricdo reflexa. Assim, ha
diminuicdo da velocidade do fluxo do sangue e conseqiliente aumento de sua viscosidade, que
permitird a concentragdo de leucocitos, hemacias e, principalmente, plaquetas no ambiente da
lesdao. Com a exposicdo do subendotélio e dos tecidos adjacentes, as plaquetas exercem sua
primeira funcgdo: adesividade. Elas aderem a qualquer superficie diferente do endotélio
vascular integro. A seguir, exercem sua segunda fun¢do: agregabilidade, ou seja, a capacidade
de aderir a outras plaquetas e, assim, formar o trombo plaquetario ou trombo branco (BERNE;
LEVY, 2000).

Entretanto, o trombo plaquetério ¢ suficiente para promover a hemostasia apenas de
pequenos vasos. Caso o volume hemorragico seja maior, o organismo utilizard outros
fendmenos, chamados plasmaticos, ou simplesmente, coagulagio. E a fase da hemostasia em
que o organismo transforma o tecido sangiiineo liquido em gel e, a seguir, em solido
(codgulo). As globulinas presentes no plasma e fabricadas pelo figado, medula 6ssea e outras
células sdo ativadas pela acdo de enzimas plasmaticas e proteinas ndo-enzimaticas ou,
simplesmente, pelo contato com uma superficie diferente do endotélio vascular integro
(SANTOS; SANTOS, 2004).

Inicia-se, entdo, um conjunto de eventos bioldgicos de maneira seqliencial e
perfeitamente ordenados. No local da injaria tecidual, forma-se a tromboplastina, com a
participagdo de fatores unicamente plasmaticos (via intrinseca) ou a partir de material
tromboplastico tecidual (via extrinseca). A tromboplastina, por sua vez, atua sobre a

protrombina, que se transforma em trombina (a mais potente substidncia coagulante
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conhecida). A acdo da trombina sobre o fibrinogénio o converte em fibrina, finalizando a
coagulagdo do sangue (GUYTON; HALL, 2002; SANTOS; SANTOS, 2004).

Em seguida, as plaquetas, contidas dispersamente no coagulo formado, sofrem uma
transformagao metabolica denominada metamorfose viscosa. Sao emitidos pseudopodes que,
em sua extensdo maxima, encontram outros com os quais se aderem, formando uma rede
celular plaquetdria. Nesse momento, ha producdo de uma proteina (tromboastenina) que,
liberando energia, promove a retragdo dos pseudopodes e do coagulo. Essa retragdao expulsa o
plasma que permeia o trombo, tornando-o mais firme, mais obliterante, mais tamponante e
eficaz (VANDER et al., 1981).

Comegam, entdo, neste ambiente delimitado pelo coagulo sangiiineo, todos os
processos biologicos de regeneracdo ou reparagdo tecidual através da liberacdo de fatores de
crescimento contidos nas plaquetas (GUYTON; HALL, 2002).

Basicamente, para que o processo de regeneracdo tecidual ocorra, é necessaria a
consolida¢do de uma triade composta por trés pilares: um arcabouco, moléculas sinalizadoras
e células especializadas (UEDA, 2001). O coagulo sangiiineo parece estar estruturado sobre
estes trés pilares, sendo, na verdade, o palco perfeito para que o espetaculo regenerativo possa
ocorrer ¢ ponto de partida para o estudo e compreensdo dos mecanismos envolvidos na
reconstru¢do dos tecidos. Fibrina, plaquetas e fatores de crescimento, constituintes naturais do
coagulo, sdo alvo de quase um século de pesquisas e tentativas de imitar os caminhos naturais
da regeneragao tecidual.

A rede de fibrina do coagulo sangiiineo ¢ uma matriz fértil na qual populacdes
celulares poderdo aderir-se e iniciar diversos eventos, tais como sintese de Acido
Desoxirribonucléico (DNA), quimiotaxia, citodiferenciacao e sintese de matriz extracelular
(LYNCH et al., 1999). As plaquetas sdo reservatdrios naturais de moléculas sinalizadoras que
sdo os chamados fatores de crescimento. Fatores de crescimento sdo proteinas que servem
como agentes sinalizadores para as células. Trés tipos de ag¢do sdo possiveis: (1) a autdcerina,
na qual o fator de crescimento influencia a célula de origem ou outras células de fendtipo
idéntico (por exemplo, um fator de crescimento produzido por um osteoblasto influencia a
atividade de um outro osteoblasto); (2) a paracrina, na qual o fator de crescimento influencia
uma célula vizinha que tenha fenotipo diferente da célula de origem (por exemplo, um fator
de crescimento produzido por um osteoblasto estimula a diferenciagdo de uma célula
indiferenciada); e (3) a enddcrina, na qual o fator de crescimento influencia uma célula com
fenotipo diferente da célula de origem e que se encontra em um local anatdmico remoto (por

exemplo, um fator de crescimento produzido no tecido neural estimula a atividade de um
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osteoblasto). Portanto, um fator de crescimento pode ter efeitos em multiplos tipos de células,
induzindo uma infinidade de fungdes celulares em varios tecidos (LIEBERMAN et al., 2002).

Diante dos fatos mencionados, ha uma constante busca por sistemas apropriados que
permitam ao cirurgido-dentista ou médico utilizar os fatores de crescimento aplicando
técnicas bem sucedidas da engenharia tecidual, com menor custo ¢ morbidade. Uma das
estratégias propostas ¢ acelerar e otimizar os efeitos dos fatores de crescimento contidos nas
plaquetas (YAZAWA et al., 2004b).

Alguns fatores de crescimento foram identificados durante diferentes fases de reparo
de fraturas Osseas experimentais (LIEBERMAN et al., 2002). Avaliando-se esses fatores de
crescimento, pdde-se concluir que eles sdo potenciais agentes terapéuticos para acelerar o
reparo de defeitos Osseos. Entre estes polipeptideos, pode-se citar a familia do Fator de
Crescimento Transformador-8 (TGF-P), as Proteinas Osseas Morfogenéticas (BMPs), o Fator
de Crescimento de Fibroblasto (FGF), o Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas e suas
isoformas (PDGF-AA, PDGF-BB e PDGF-AB) e o Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina (IGF). Dentre estes fatores, o PDGF e o TGF-f sdo liberados, principalmente, pelos
granulos a plaquetarios (LIEBERMAN et al., 2002).

Estudos em culturas de células mostraram um importante papel do PDGF no processo
de regeneracao tecidual. Dentre suas habilidades, sao contundentes a capacidade de estimular
a quimiotaxia, promover a ativacdo celular e aumentar a proliferacdo de fibroblastos e
osteoblastos (LYNCH et al., 1987; MATSUDA et al., 1992). A administracido de PDGF
exogeno permitiu o reparo Osseo de fraturas em tibia (NASH et al., 1994) e defeitos de
tamanho critico (DTC) em calvaria de coelhos (VIKJAER et al., 1997). Algumas evidéncias
sugerem, também, que o PDGF pode aumentar o reparo e a regeneracao periodontal (PARK
et al., 1995).

O papel de TGF-B no reparo 6sseo foi estudado nos modelos experimentais que
envolvem injegdes subperiosteais em fémur (JOYCE et al., 1990) e calvaria (NODA;
CAMILLIERE, 1989) de ratos, DTC em tibias de coelhos (LIND et al., 1993) e dispositivos
protéticos para crescimento 6sseo em caes (SUMNER et al., 1995). A mais importante funcao
do TGF-B parece ser a promogdo da quimiotaxia de precursores de osteoblastos e o controle
da diferenciacdo de osteoblastos in vivo (DUCY et al., 2000). TGF- também aumenta a
proliferagdo de células mesenquimais indiferenciadas in-vitro e induz a formacao dssea a
partir destas células in-vivo (CASSIEDE et al., 1996).

Posto que o PDGF e TGF-3 podem agir de diversos modos no processo de cicatrizagao

das feridas, pode-se pressupor que a combinagdo destes fatores de crescimento € capaz de
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resultar em um estimulo sinérgico de diferentes fun¢des metabolicas (YAZAWA et al.,
2004b). Alguns estudos mostraram resultados satisfatorios apdés o uso da combinagdo de
PDGF-BB e¢ TGF-f1 (PFEILSCHIFTER et al., 1990; LIND, 1998). De fato, estes fatores
combinados podem realmente aumentar a vascularizacdo dos tecidos, promover a proliferagao
de fibroblastos, elevar a taxa de coldgeno, acelerar a formacdo de tecido de granulacdo e
realcar a osteogénese (LOZADA et al., 2001).

Whitman et al. (1997), buscando a exceléncia da regeneragdo e observando as
propriedades do coagulo natural, propuseram entdo o uso de uma cola de fibrina autégena
associada a fatores de crescimento, o denominado Plasma Rico em Plaquetas (PRP).

O PRP ¢ usado como uma tentativa de enriquecer o codgulo natural. Enquanto este
ultimo contém 95% de células vermelhas, 4% de plaquetas e 1% de células brancas, o PRP
possui 4% de células vermelhas, 95% de plaquetas e 1% de células brancas (DINATO et al.,
2001). A alta concentracdo de plaquetas e, conseqiientemente, de fatores de crescimento
consolidam o segundo dos trés pilares essenciais para a regeneragdo dos tecidos, ou seja, a
presenca de moléculas sinalizadoras.

Os fatores de crescimento presentes no PRP incluem os trés isdmeros do Fator de
Crescimento Derivado das Plaquetas (PDGF-AA, PDGF-BB e PDGF-AB), dois dos
numerosos Fatores de Crescimento Transformadores-p (TGF-f1 e TGF-B2), o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular e o Fator de Crescimento Epitelial (WHITMAN et al., 1997;
MARX et al., 1998). Além destas substiancias, o PRP contém fibrina, fibronectina e
vitronectina. Estas proteinas sdo capazes de favorecer a adesdo celular e atuam como uma
matriz para a formagdo de osso, tecido conjuntivo e epitélio (MARX, 2004). A presenca de
leucocitos em sua constituicdo também lhe confere uma resisténcia natural aos processos
infecciosos e/ou alérgicos (MARX; GARG, 1999).

O PRP ¢ um composto autdgeno, seguro, livre de riscos relativos a transmissdo de
doencas ou desenvolvimento de reagdes antigénicas. Sua acdo ¢ marcada pelo aumento
(mitogénese) de células responsaveis pela regeneracdo dos tecidos perdidos e pelo estimulo

do crescimento vascular (angiogénese) (MARX, 2001).

A Técnica

A partir dos promissores resultados do estudo de Marx et al. (1998), o PRP destacou-

se, no campo odontologico, como um agente capaz de potencializar os caminhos naturais da
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regeneragdo tecidual de forma segura e barata. O interesse inicial concentrou-se, entdo, nas
formas de producao deste composto.

A técnica de obtencdo do PRP, segundo Whitman et al. (1997), envolve a coleta pré-
operatoria imediata de sangue total do paciente, aproximadamente 450 ml, diretamente para
uma bolsa de coleta contendo o anticoagulante citrato-fosfato-dextrose. O sangue ¢,
inicialmente, centrifugado (EImd-500 Autotransfusion system, Medtronic Electromedic,
Parker, CO, USA) a 5600 rpm para separar o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) dos
eritrocitos e do “buffy coat”, que contém plaquetas e leucocitos. A velocidade da centrifuga ¢
entdo reduzida para 2400 rpm, a fim de permitir uma separagdo adicional do “buffy coat”,
suspenso em 30 ml de plasma, da camada de células vermelhas. Quantidades de plaquetas no
PRP em torno de 500.000 a 1.000.000 sdo rotineiramente obtidas com esta técnica.

O PRP ¢ armazenado até que o cirurgido esteja pronto para seu uso. Uma vez
preparado o leito cirurgico, o PRP ¢ misturado com trombina bovina (10.000 unidades)
dissolvida em 10 ml de cloreto de célcio a 10%. Dentro de 5 a 30 segundos, o conteudo
assume a consisténcia de um gel, o que facilita a sua aplicacdo (WHITMAN et al., 1997).

Segundo Whitman et al. (1997) e Marx et al. (1998), o PRP ¢ obtido através do
método de separacdo celular descontinua ¢ o volume de sangue utilizado ¢ de
aproximadamente 450 ml. Entretanto, este protocolo ¢ limitado pela tecnologia empregada e
pelo volume de sangue necessario, ficando restrito a institutos de transfusdo de sangue ou
ambiente hospitalar (TOZUM; DEMIRALP, 2003).

Assim, a produ¢do do PRP em pequenas quantidades, usando-se centrifugas de
bancada controladas eletronicamente, tornou-se uma técnica mais atrativa em funcao do baixo
custo de producdo envolvido e da possibilidade de execugdo em ambiente ambulatorial e
consultorios dentdrios (WEIBRICH et al., 2003).

Surgiram, portanto, diversos protocolos simplificados para produgdo do PRP.
Diferentes velocidades e tempos de centrifugagdo do sangue foram testados e recomendados.
No protocolo de Anitua (1999), por exemplo, o sangue ¢ colhido antes da anestesia do
paciente em tubos de 5 ml contendo 10% de solug¢do de citrato de sodio a 3,8% como
anticoagulante. Os tubos sdo centrifugados a 160 G por 6 minutos em temperatura ambiente,
promovendo a separacdo do sangue em trés componentes: células vermelhas do sangue, que
se depositam no fundo do tubo; PRP, localizado no meio do tubo; e PPP, na por¢ao superior
do tubo. O autor recomenda a pipetagem do composto em duas etapas. Inicialmente, 1 ml do
plasma da parte superior de cada tubo (PPP) ¢ pipetado e separado. Este composto contém

apenas 15% das plaquetas do sangue total. Logo em seguida, o plasma remanescente dos
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tubos de 5ml € coletado, incluindo 1 a 2 mm da porg¢do superior de células vermelhas e
armazenado em outro recipiente. Este ultimo corresponde ao PRP e contém altas
concentracgoes de plaquetas.

O PRP também pode ser obtido, em ambulatorio, através do protocolo proposto por
Sonnleitner et al. (2000). De acordo com estes autores, o sangue deve ser colhido através de
puncdo venosa e acondicionado em tubos a vacuo contendo citrato de so6dio como
anticoagulante. Os tubos sdao primeiramente centrifugados a 160 G por 20 minutos, resultando
na divisao do sangue em trés componentes basicos, conforme o protocolo de Anitua (1999).
Para maximizar a concentra¢do de plaquetas, os autores enfatizaram a necessidade de marcar-
se um ponto, localizado de 6 a 8 mm aquém da linha que separa o plasma das células
vermelhas do sangue. Todo liquido acima deste ponto deve ser pipetado e acondicionado em
outro tubo, sem anticoagulante, para uma segunda centrifugacdo a 400 G por 15 minutos.
Apos esta segunda centrifugacdo, obtém-se o PRP.

Landesberg et al. (2000) também propuseram um protocolo de dupla centrifugagao,
semelhante ao protocolo de Sonnleitner et al. (2000). Entretanto, neste protocolo, os autores
recomendaram que tanto a primeira como a segunda centrifugagcdo do sangue fosse de 200 G
por 10 minutos.

Analisando-se o desenvolvimento dos varios protocolos simplificados para obtencao
do PRP conclui-se que houve uma euforia inicial no uso desta biotecnologia, o que fez com
que varios detalhes técnicos envolvidos na sua produgdo fossem negligenciados. Somente
com o amadurecimento cientifico neste campo de pesquisa, estes detalhes, tais como o tipo de
centrifuga, o anticoagulante usado nos sistemas de coleta de sangue, a velocidade de
centrifugacao selecionada, a quantidade e tipo de fatores de crescimento existentes, 0 nimero
de plaquetas presentes (EFEOGLU et al., 2004) e o volume usado (NAGATA et al., 2009),
dentre outros, passaram a ser cuidadosamente observados nas investigagdes atuais como
parametros determinantes da correlacdo existente entre a qualidade do concentrado de
plaquetas e o efeito bioldgico proporcionado.

O PRP atua acelerando o processo de regeneracdo tecidual através da degranulacdo
dos granulos a das plaquetas, os quais contém fatores de crescimento. A secre¢do ativa destes
fatores € iniciada 10 minutos ap6s a formagao do coagulo sangiiineo e mais de 95% deles sao
secretados na primeira hora apds a coagulagdo do sangue (MARX, 2004). Percebe-se,
portanto, que alteracdes na quantidade de plaquetas podem resultar em maiores ou menores
concentragdes de fatores de crescimento que modulardo diretamente a reconstru¢cdo dos

tecidos perdidos (FREYMILLER; AGHALOOQO, 2004).
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Dentro dos granulos a plaquetarios, os fatores de crescimento permanecem em um
estado incompleto. Assim que o processo de coagulacdo ¢ ativado, os fatores de crescimento
sao secretados através da membrana celular. Neste processo, os granulos o fundem-se com a
membrana plaquetaria, através da qual os fatores de crescimento protéicos sao completados,
mudando para um estado bioativo pela adicdo de carboidratos. Portanto, qualquer dano as
plaquetas durante o processamento do PRP fard com que as mesmas secretem fatores de
crescimento que nao se encontram em um estado bioativo, o que pode resultar em efeitos
clinicos desapontadores (MARX, 2004).

Como visto, alteracdes qualitativas e/ou quantitativas nas plaquetas podem afetar
diretamente o poder regenerativo do PRP. Em relacdo a quantidade de plaquetas, Liu et al.
(2002) mostraram que a proliferacdo de fibroblastos e a producdo de colageno tipo I foram
aceleradas dependendo da quantidade de plaquetas utilizada nos meios de cultura. Marx
(2004) define, entdo, como um “PRP terapéutico” aquele que possui aproximadamente
1.000.000 de plaquetas/pl, considerando que os seres humanos apresentam cerca de 200.000 +
75.000 plaquetas/pl no sangue periférico. Estudos em animais demonstraram, também, que
esta concentracao de plaquetas ¢ capaz de acelerar o reparo 6sseo. Kim et al. (2002a) e
Weibrich et al. (2004) confirmaram que esta dose de plaquetas/ul no PRP demonstrou-se
eficaz na aceleracdo da formagao 0ssea em caes e coelhos.

De acordo com o estudo de Weibrich et al. (2004), o PRP que apresentou
aproximadamente 1.000.000 de plaquetas/pl foi capaz de acelerar a formagdo Ossea ao redor
de implantes de titdnio inseridos em fémur de coelhos. De modo inverso, o grupo que recebeu
o PRP com concentracdes plaquetdrias menores que 1.000.000 de plaquetas/pl ndo exibiu
nenhuma vantagem, em termos de aceleracdo da formacdo dssea, sobre o grupo controle.
Concentragdes maiores de plaquetas (1.845.000 a 3.200.00 plaquetas/pl) foram capazes de,
inclusive, inibir a formacao 6ssea.

Uma investigacdo dos protocolos de obtencdo do PRP disponiveis na literatura
mostrou que nem todas as técnicas garantem adequadas concentracdes plaquetarias (MARX,
2004). Os protocolos de Anitua (1999) e Landesberg et al. (2000) revelaram aumentos nas
concentragcdes de plaquetas de apenas 190% e 150% respectivamente (MARX, 2004). Uma
possivel explicagdo para a baixa concentracao de plaquetas obtida com o protocolo de Anitua
(1999) seria o fato de haver uma unica centrifugacao do sangue no processo de preparagao do
PRP. De acordo com Marx (2001), para que se possa verdadeiramente concentrar plaquetas
do sangue autdgeno, o protocolo selecionado deve utilizar dupla centrifugacdo. A primeira

centrifugacdo (chamada também de centrifugacdo pesada) separard a maioria das células
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vermelhas do plasma, o qual contém plaquetas, leucécitos e fatores da coagulagdo. A segunda
centrifugacdo (chamada de centrifugacdo leve) refina a amostra, separando as plaquetas do
plasma, juntamente com leucdcitos € uma pequena quantidade de células vermelhas. Esta
segunda centrifugacao, livre do grande nimero de células vermelhas presentes no momento
da primeira centrifugacdo, produz o PRP e o separa do PPP. Portanto, de acordo com Marx
(2001), protocolos de unica centrifugacdo nao produzem PRP, mas sim uma mistura de PPP e
PRP que tem revelado baixas concentragdes plaquetarias.

Nao s6 o numero de centrifugagdes ¢ importante no preparo do PRP, mas também a
forca de rotacdo selecionada. No protocolo de Landesberg et al. (2000), recomenda-se a
utilizagdo de centrifugagdes a 200 G por 10 minutos, o que proporcionou um aumento meédio
na concentracdo de plaquetas de 205.7% =+ 22.2. Efeoglu et al. (2004) fizeram uma
modificagao deste protocolo, alterando as forcas de rotagdao e tempo de preparo das amostras
de sangue em coelhos. Com uma centrifugagdo inicial do sangue a 300 G por 10 minutos ¢
uma segunda centrifugacdo de 5000 G por 5 minutos, foi possivel obter o PRP com um
aumento médio de 429% de plaquetas em relagdo a quantidade de plaquetas encontradas no
sangue periférico.

E preciso ressaltar que as forcas mecanicas usadas no preparo do PRP podem,
também, ativar precocemente as plaquetas, levando a liberacao dos fatores de crescimento e,
conseqiientemente, perda dos mesmos no plasma sobrenadante durante o processo de
centrifugacdo, comprometendo a eficiéncia terapéutica do PRP (DUGRILLON et al., 2002;
NIKOLIDAKISS & JANSEN, 2008 ).

Dugrillon et al. (2002) mostraram em seu estudo que, embora a concentracdo de
plaquetas tenha aumentado proporcionalmente quando forcas de 400 G e 1200 G foram
utilizadas, a quantidade de TGF-f; ndo aumentou apds centrifugacdes maiores que 800 G. Os
autores concluiram que forgas superiores a esta promoveram a ativagdo das plaquetas, com
liberacdo e conseqiiente perda dos fatores de crescimento.

Partindo do principio de que um determinado nimero de plaquetas pode nao
corresponder a quantidade de fatores de crescimento presentes, Weibrich et al. (2002a)
investigaram a correlacdo existente entre a idade do doador, sexo e quantidade de plaquetas
com os niveis de fatores de crescimento nas amostras de PRP. Os autores, contrariamente aos
estudos de Weibrich et al. (2002b) e Yazawa et al. (2004a), ndo encontraram nenhuma
correlagdo entre a quantidade de plaquetas e de fatores de crescimento, bem como nenhuma

influéncia do sexo e idade nestas variaveis. Alertaram, entdo, que o nimero de plaquetas, um
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dos critérios primordiais no controle de qualidade das amostras de PRP, ndo ¢ um parametro
confiavel para predizer seguramente a quantidade de fatores de crescimento.

A eficiéncia do PRP depende, indubitavelmente, do nivel de fatores de crescimento
presentes. Assim, a determinagdo dos niveis destes fatores ¢ fundamental para assegurar a
validade terapéutica do PRP antes de qualquer aplicagdo clinica (WEIBRICH et al., 2002a).
Entretanto, o alto custo dos testes envolvidos e o tempo necessario para este tipo de analise
sao fatores que dificultam o uso clinico rotineiro destes testes (DUGRILLON et al., 2002).

Recomenda-se que o PRP seja preparado no méaximo até¢ 6 horas antes da cirurgia e
seu uso tem que ser imediato apds a ativacdo (MARX et al., 1998). Isto dificulta a avaliagdo
da qualidade do PRP produzido. Para contornar estes problemas, Fiierst et al. (2004a, 2004b)
propuseram a utilizagdo do Plasma Rico em Fatores de Crescimento (PRGF), obtido a partir
do sobrenadante do PRP apoés centrifugacdo das plaquetas ativadas. Como vantagem deste
composto, os autores citaram a possibilidade de utilizar-se sangue alogénico, ja que nao
existem membranas plaquetdrias e, portanto, nenhum risco de reagdes imunoldgicas.
Ressaltaram, ainda, a vantagem de poder armazenar o PRGF apds o seu preparo,
possibilitando a realizacdo de testes que assegurem a sua qualidade antes da aplicagdo clinica.
Entretanto, em seus estudos experimentais, nenhum beneficio adicional foi obtido na
quantidade de formagdo Ossea em relagdao aos grupos controles, quando o PRGF foi usado
para tratamento de defeitos mandibulares de mini-porcos (FUERST et al. 2004a, 2004b).

A despeito das dificuldades existentes para mensurar o nivel de fatores de crescimento
presentes no PRP antes de sua utilizagdo clinica e da inexisténcia de uma correlacdo segura
entre a quantidade de plaquetas e fatores de crescimento (WEIBRICH et al.,, 2002a;
WEIBRICH et al, 2003), sistemas padronizados para o preparo do PRP surgiram no mercado
com o objetivo de produzir amostras com melhor potencial terapéutico.

Entre os sistemas comercialmente disponiveis, encontra-se o SmartPreP® (Harvest
Technologies Inc, Plymouth, MA, EUA), o Curasan PRP Kit® (Curasan, Kleinostheim,
Alemanha) e o Platelet Concentrate Collection System — PCCS II'™ (Biomet 37, Palm Beach
Gardens, FL, EUA). Estes sistemas sdo acompanhados de dispositivos especiais de coleta de
sangue e alguns deles possuem, ainda, modelos especificos de centrifugas.

Em 2004, Marx relatou que apenas os sistemas PCCS® (a primeira versio do PCCS
1™ e SmartPreP® foram aprovados pelo FDA.

A quantidade exata de fatores de crescimento necessaria para um relevante efeito

biologico ainda ndo foi determinada (WEIBRICH et al., 2003). Os numeros considerados
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satisfatorios sdo baseados em estudos in vitro ou aplicacdes de fatores isolados em modelos
animais (MUSTOE et al., 1987; PIERCE et al., 1989; BECK et al., 1991). Estes modelos,
porém, nao representam o que de fato ocorre no PRP, ou seja, multiplos fatores agindo
simultaneamente, com efeitos sinérgicos uns sobres 0s outros.

Além do modelo de centrifuga, da velocidade de centrifugacdo, da quantidade de
plaquetas e dos niveis dos fatores de crescimento, um outro fator extremamente importante no
processamento do PRP ¢ o anticoagulante selecionado para a coleta do sangue. Algumas
dessas substancias podem danificar as plaquetas (LANDESBERG et al., 2000).

Entre os anticoagulantes usados para a coleta do sangue, o Acido Etilenodiaminotetra-
acético (EDTA) a 15% promove niveis mais altos de plaquetas durante o preparo do PRP
quando comparado ao citrato de sodio. Esta ¢ a conclusdo do estudo de Landesberg et al.
(2000), mas ¢ preciso considerar que, nas amostras de EDTA, a microscopia de luz revelou
plaquetas com superficies alteradas e consideraveis restos nao-celulares suspensos. Segundo
os autores, embora o citrato de sddio tenha proporcionado menor rendimento plaquetario, as
amostras de PRP com este anticoagulante apresentavam plaquetas integras e em quantidades
suficientes para a formac¢ao de um bom coagulo.

O citrato de sodio inibe o processo de coagulacdo do sangue ligando-se aos ions de
calcio e formando um composto quimico chamado quelato. Este anticoagulante ndo altera a
membrana das plaquetas, permitindo que o estado anticoagulado da amostra possa ser
revertido para um estado coagulado pela adicdo de uma solugdo de cloreto de calcio
(ANITUA, 1999). Além disso, a ativagdo das plaquetas durante os procedimentos de coleta do
sangue com citrato de so6dio ¢ menor quando comparada com as amostras coletadas com
EDTA (EFEOGLU et al., 2004).

Marx (2001) afirma que existem apenas dois anticoagulantes capazes de sustentar o
metabolismo das plaquetas: o Acido Citrato Dextrose-A (ACD-A) e o Citrato Fosfato
Dextrose (CPD). Nestes compostos, o citrato, como anteriormente mencionado, liga-se ao
calcio para impedir a coagulacdo do sangue, enquanto a dextrose e outros ingredientes
sustentam o metabolismo plaquetario. De acordo com Marx (2001), ambos sdo efetivos, mas
0 ACD-A ¢ preferido por manter a viabilidade das plaquetas de forma mais significativa,
sendo também o anticoagulante de escolha para o estoque de plaquetas em bancos de sangue.
O CPD, embora bastante tutil, ¢ 10% menos efetivo do que o ACD-A na manutencao da
viabilidade plaquetaria.

E importante destacar que o meio de coleta de sangue e o acesso escolhido para isso

podem interferir nos parametros hematologicos das amostras, produzindo hematocritos
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variados e severos graus de hemolise (SUBER; KODELL, 1985; SMITH et al., 1986;
NEMZEK et al., 2001). Estes fatores devem ser levados em consideracdo nos estudos
envolvendo a utilizagdo do PRP, uma vez que podem comprometer a sua qualidade. A
estocagem do sangue centrifugado ou ndo até seu uso clinico € outro fator importante, pois se
armazenado em baixas temperaturas, podem ocorrer alteragdes na contagem de plaquetas
(OLSEN et al., 2001). Estas alteragdes sdo ainda mais acentuadas se a coleta de sangue foi
realizada no trans-operatério ou se houve demora na separacdo do PPP e PRP apds a
centrifugacdo (MARX, 2001).

No momento da aplicacdo clinica do PRP, ¢ necessario que a amostra anticoagulada
passe para um estado coagulado. A obtencdo desse coagulo é importante para que ocorra a
liberacdo dos fatores de crescimento dos granulos a plaquetarios e formacao de uma rede de
fibrina, mecanismos pelos quais o PRP agira na regeneragdo dos tecidos perdidos (MARX et
al., 1998, 2001, 2004).

Assim como na coleta de sangue, a substancia utilizada neste processo de coagulacio
da amostra ndo deve danificar ou promover a lise das plaquetas, mas apenas iniciar uma
atividade biologica. Quando uma substancia promove a lise das plaquetas, como o NP40®
(Calbiochem, Darmstadt, Germany), por exemplo, a mensuracdo dos niveis de fatores de
crescimento presentes na amostra acusara altas doses, porém estes fatores ndo se encontrardo
em um estado bioativo (YAZAWA et al., 2004b).

Diversos agentes podem ser usados para promover a coagulacdo do PRP, como a
trombina bovina, solug¢do de cloreto de calcio, agente ITA® e, mais recentemente, o peptideo
ativador do receptor de trombina (TRAP) e trombina humana (MARX et al., 1998; ANITUA,
1999; LANDESBERG et al., 2000; LANDESBERG et al., 2005; DE SOMER et al., 2005).

Marx et al. (1998) preconizaram a formagdo do gel de PRP pela adi¢do de trombina
bovina (10.000 unidades) dissolvida em 10 ml de cloreto de célcio a 10%. A preocupagao
com a possibilidade de desenvolvimento de coagulopatias a partir do uso da trombina bovina
fez com que Landesberg (1998) questionasse a seguranca do uso desta substancia. Segundo a
autora, as preparagdes de trombina bovina tém restos de fator V da coagulacdo que podem
estimular negativamente o sistema imune humano a combaterem o proprio fator V do
organismo. Este fenomeno parece nao ser dose dependente, fazendo com que muitos
cirurgides evitem o uso da trombina em cirurgias neurais e cardiacas.

Sonnleitner et al. (2000) propuseram o uso do adesivo de fibrina Tissel® (Baxter

Healthcare Coroporation, Deerfield, IL, USA) para a produ¢do do gel de PRP. Este adesivo ¢
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formado por 2 compostos: um concentrado de fibrinogénio, enriquecido com fator XlIlla, e
trombina humana associada ao cloreto de calcio.

Ja Anitua (1999), com o mesmo objetivo, relatou a produgdo do coagulo de PRP
unicamente a partir de solucdo de cloreto de célcio a 10% na proporcao de 50 pl para 1,2 ml
de PRP. A ndo utilizagdo de qualquer componente homdgeno no preparo do PRP preservaria
uma de suas principais vantagens, ou seja, sua natureza autdégena. A ativagdo do PRP apenas
com cloreto de calcio foi também facilmente obtida nos estudos de Dugrillon et al. (2002).

Em relagdo a controvérsia sobre a utilizagdo da trombina bovina no gel de PRP, Marx
(2000, 2004) esclareceu que todos os relatos de aparecimento de coagulopatias apods
exposic¢do cirtrgica a trombina bovina tdpica ocorreram em uma época em que a trombina era
processada com alto teor de contaminacdo do fator V bovino. A concentracdo deste
contaminante, que se situava em torno de 50 a 100 pul/ml em 1993 e 1994, foi reduzida pela
adi¢do de etapas de purificacdo, sendo atualmente menor que 0,2 pl/ml. Além disso, nos casos
onde ocorreu o desenvolvimento de coagulopatias, os preparados de trombina bovina foram
usados em altas doses (maior que 10.000 unidades) e aplicados diretamente em feridas abertas
onde ocorria a absor¢dao pela circulagao sist€émica. J& no PRP, doses muito menores sdo
empregadas (menor do que 200 unidades de trombina bovina) e o composto entra em contato
com os tecidos humanos no estado coagulado, descartando qualquer possibilidade de absorg¢ao
pela circulacdo sistémica. Todas as substancias remanescentes sdo digeridas por macrofagos,
assim como o proprio coagulo.

Marx (2000) relatou, ainda, ter utilizado a trombina bovina topica para formar o gel de
PRP em 312 pacientes, que ndo apresentaram nenhum tipo de desenvolvimento de
coagulopatias. Destes pacientes, 136 tiveram, inclusive, TP monitorados nas primeiras duas
semanas e 16 deles foram avaliados quanto a presenca de anticorpos do fator V anti-humano
pré e pos-tratamento com PRP. O autor ratificou, portanto, a indicagdo e a validade do uso da
trombina bovina topica associada ao PRP, uma vez que s3o remotos os riscos de
antigenicidade, o codgulo de PRP obtido ¢ de natureza mais consistente e o tempo de
formagao do gel € menor.

Apesar dos esclarecimentos de Marx, alguns autores ainda sdo relutantes quanto ao
uso da trombina bovina e continuam buscando alternativas para este composto. Recentemente,
Landesberg et al. (2005) estudaram a acao do TRAP na formagao do gel de PRP. O PRP foi
preparado pela centrifugagdo do sangue e coagulado com trombina bovina ou TRAP. Foram
monitorados o tempo de coagulacdo das amostras e o nivel de retragdo do coagulo. O TRAP

causou uma menor retracdo do coagulo (15%) quando comparado a trombina bovina (43%).
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O tempo de formagdo do codgulo também foi menor com o TRAP, fazendo deste composto
uma alternativa eficaz para a substituicao da trombina bovina.

Em relagdo a retragdo do codgulo deve-se salientar que uma menor retragdo evitara a
rapida liberacdo dos fatores de crescimento presentes nas plaquetas, fazendo com que a
biodisponibilidade destes polipeptideos seja prolongada e evitando a perda dos mesmos no
instersticio tecidual. Além disso, ajudard a manter o enxerto 6sseo dentro dos limites do
defeito 6sseo (LANDESBERG et al., 2005; TSAY et al., 2005).

Messora et al. (2008) analisaram histologicamente a influéncia do PRP coagulado com
dois ativadores diferentes (cloreto de calcio ou solu¢do de tromboplastina) na cicatrizagao
Ossea de defeitos de tamanho critico criados cirurgicamente em calvarias de ratos. O grupo
tratado com PRP ativado com cloreto de calcio apresentou uma quantidade de formacao dssea
estatisticamente maior e produziu uma menor retracdo do coagulo que o grupo tratado com
PRP ativado com solugdo de tromboplastina. Portanto, mostrou-se que o tipo de ativador
usado para iniciar a formagdo do coagulo do PRP pode influenciar seu efeito bioldgico na
cicatrizagdo Ossea.

De Somer et al. (2005), também preocupados com a possibilidade de transmissdo de
doengas e desenvolvimento de anticorpos, afirmaram que o uso da trombina humana autéogena
¢ a unica fonte segura para obtengdo do gel de PRP. Porém, o preparo desta substancia €
incomodo e consome parte do PRP. Desse modo, alguns kits tém sido desenvolvidos para
produzir trombina autdgena a partir do PPP, entre eles o activAT® (Dideco, a Sorin Group
company, Italy). Uma possivel desvantagem desse sistema seria o resto de uma fragdo de
etanol (1,18%) no PRP. De Somer et al. (2005) mostraram, entretanto, que o PRP preparado
com este kit e usado para cicatrizagdo de nervos ciaticos dissecados em porcos ndao causou
nenhuma diferenca significativa quanto ao infiltrado inflamatério ou necrose de fibras
colagenas quando comparado com os grupos nos quais nao foi usado PRP com remanescentes
de etanol.

Na verdade, muitos dos estudos avaliando técnicas de obtencdo do PRP foram
desenvolvidos com o objetivo de tentar elucidar a controvérsia de resultados observada nos
trabalhos que analisaram o efeito bioldgico do PRP. A luz desses conhecimentos, o clinico
pode, atualmente, observar de forma critica os estudos disponiveis na literatura. Todo estudo
deveria, fundamentalmente, envolver a producao de um PRP de qualidade para entdo avaliar
os efeitos bioldgicos produzidos por ele (MARX, 2004).

Neste contexto, a aplicagdo clinica controlada de um determinado protocolo de

producdo do PRP ou o estudo deste em modelos animais ¢ de fundamental importancia para
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que se possa, concretamente, mensurar ¢ compreender os seus verdadeiros beneficios

bioldgicos no processo de regeneragdo tecidual (WEIBRICH et al., 2005).

As Controvérsias

A reconstru¢do de defeitos de tecido duro do esqueleto maxilo-facial ¢ um campo
marcadamente evolutivo. Enquanto o foco das pesquisas sobre cicatrizagdo em 1980 foi a
coleta, manuseio e transplante de células osteocompetentes, o foco do século 21 gira ao redor
do uso de fatores de crescimento capazes de estimular e dar suporte aquelas células
(CARLSON, 2000).

Pesquisadores no campo da cirurgia buco-maxilo-facial buscam, continuamente,
melhorar as técnicas de enxerto 6sseo, bem como tentam encontrar meios para se obter uma
regeneracdo dos defeitos existentes com maior densidade dssea € no menor tempo possivel
(RAGHOEBAR et al., 2005). Foi prometendo estes beneficios, demonstrados no estudo de
Marx et al. (1998), que o PRP despontou no campo odontolégico como uma nova estratégia
regenerativa para acelerar a maturagdo de enxertos autogenos (BUTTERFIELD et al. 2005).

De acordo com Karring et al. (1999), os varios enxertos e materiais utilizados para o
tratamento de defeitos Osseos podem ser divididos em 4 categorias: enxertos autdgenos
(quando envolve o mesmo individuo), aloenxertos (quando envolve individuos diferentes
geneticamente, porém da mesma espécie), heteroenxertos ou xenoenxertos (quando envolve
espécies diferentes) e materiais aloplasticos (materiais inertes, substitutos dos enxertos
0sseos). O uso destes enxertos e materiais aloplasticos favorecem o reparo 6sseo, pois podem
conter células formadoras de osso (osteogénese), servir como suporte para a formagdo dssea
(osteocondugdo) ou possuir substancias indutoras da formagao dssea (osteoinducao).

Sob o ponto de vista da aceitacdo bioldgica, o melhor material de enxerto ou
transplante ¢ o autdgeno, sendo aquele que apresenta o melhor prognodstico. Por isso e,
também, devido ao seu potencial osteogénico, ¢ considerado o “padrdo ouro” nos
procedimentos regenerativos (KIM et al.,, 2002a, 2002b; SCHLEGEL et al., 2004;
WILTFANG et al., 2004; YAMADA et al., 2004; THORWARTH et al., 2005).

A possibilidade de aumentar o potencial osteogénico destes enxertos com a adi¢do do
PRP foi demonstrada de maneira promissora por Marx et al. (1998) na reconstrucdo de
defeitos mandibulares continuos. Estes beneficios foram confirmados por Oyama et al. (2004)
ao mostrarem uma potencializagdo do reparo 6sseo quando enxertos 0sseos autdogenos com

PRP foram utilizados no tratamento de pacientes com fissuras labiais e palatais.
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Mazor et al. (2004) relataram redugdo no periodo de maturagdo Ossea, melhor
manuseio do enxerto e recupera¢ao mais rapida dos tecidos moles quando o PRP foi utilizado
juntamente com enxertos Osseos autdgenos e implantes osseointegraveis na reabilitagdao
posterior de maxila severamente atroéfica de 105 pacientes. Formacdo e mineralizagdo
precoces de osso foram, do mesmo modo, relatadas por Robiony et al. (2002), quando o PRP
foi combinado com enxertos dsseos autdgenos em procedimentos de distracdo osteogénica
para tratamento de mandibulas atroficas.

Apesar dos bons resultados clinicos dos estudos anteriores (OYAMA et al., 2004;
MAZOR et al., 2004; ROBIONY et al., 2002) a auséncia de grupos controle ndo permitiu
uma analise comparativa para uma avaliagdo apropriada dos verdadeiros beneficios do PRP.
Estudos clinicos controlados sdo necessarios para determinar se a adigdo de PRP aos enxertos
Osseos aumenta significativamente ou ndo a maturacdo e formacgdo Osseas, conforme
demonstrado por Marx et al. (1998).

Seguindo este raciocinio, Raghoebar et al. (2005) propuseram-se a avaliar os efeitos
do PRP na formacao 6ssea em levantamento bilateral de seio maxilar, onde um dos lados
pode funcionar como controle no mesmo individuo. Os autores estudaram o efeito do PRP na
remodelagdo de enxertos 0sseos autdgenos utilizados para levantamento bilateral de assoalho
de seio maxilar de 5 pacientes. Apenas em um dos lados os enxertos foram associados com
PRP. As andlises radiografica e histométrica deste estudo ndo confirmaram os resultados de
Marx et al. (1998), pois nenhum beneficio adicional do uso do PRP foi observado. Entretanto,
os autores utilizaram defeitos Osseos de tamanho ndo-critico (defeitos Osseos que tém
capacidade espontanea de reparo) e afirmaram que, em DTC (defeitos de tamanho critico),
como nas reconstrugdes do estudo de Marx et al. (1998), o PRP poderia ter algum valor
terapéutico.

Outros estudos em modelos animais que utilizaram defeitos 6sseos ndo-criticos nao
mostraram beneficios significativos advindos do uso do PRP associado ao osso autogeno.
Jakse et al. (2003) realizaram a elevacdo do seio maxilar de ovelhas com osso autdgeno com
ou sem PRP e concluiram que a capacidade regenerativa do PRP aos 6 e 12 meses pos-
operatdrios foi de baixa poténcia. Estas conclusdes foram corroboradas por Butterfield et al.
(2005) que também ndao mostraram nenhum efeito estimulante direto do PRP na remodelacao
de enxertos de osso autdogeno em levantamentos de seios maxilares de coelhos.

Buscando ndo utilizar enxertos de osso endocondral, como nas investigagdes
anteriores (JAKSE et al., 2003; BUTTERFIELD et al., 2005), Aghaloo et al. (2002) avaliaram

o potencial do PRP no reparo 6sseo de defeitos cirurgicos, também de natureza nao-critica,
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criados em cranio de coelhos e preenchidos com osso autdégeno cortical intramembranoso.
Semelhantemente aos outros estudos, as analises radiografica e histométrica dos espécimes
nao revelaram nenhuma diferenga significativa na formagao 6ssea quando os enxertos foram
misturados com PRP ou utilizados isoladamente.

Tentando reproduzir, entdo, defeitos de natureza critica, semelhantes aqueles
reportados por Marx et al. (1998), Fennis et al. (2002) realizaram um estudo radiografico em
cabras, no qual um total de 28 animais foram submetidos a ressec¢do do angulo da mandibula
e divididos em dois grupos, tratados com enxertos obtidos da crista iliaca associados ou nao
ao PRP. Nas avaliagdes radiograficas, o grupo com PRP mostrou-se significativamente
melhor, com maior obliteragdo dos “gaps” 6sseos localizados anterior e posteriormente ao
defeito ap6s 6 e 12 semanas, maior formacgdo de calo 6sseo em 6 semanas e auséncia de
reabsor¢ao interna em 12 semanas pos-operatorias.

Os achados histomorfométricos do estudo de Fennis et al. (2004) foram publicados 3
anos depois e confirmaram as informagdes obtidas através da andlise radiografica. A
encapsulacdo fibrosa dos enxertos foi vista mais freqiientemente no grupo nao tratado com
PRP. J& o grupo tratado com PRP apresentou maior crescimento vascular e preenchimento
o0sseo do defeito.

Também utilizando defeitos de tamanho critico, Schlegel et al. (2004) investigaram a
capacidade do PRP, com duas diferentes concentra¢des plaquetarias, de acelerar a formagao
Ossea quando combinado com enxertos Osseos autdogenos ou materiais aloplasticos em
calvaria de porcos. As analises micro-radiografica e histoldgica dos defeitos mostraram que o
PRP alterou significativamente a cronologia de formagdo 6ssea no grupo do osso autdogeno,
acelerando a maturacdo desses enxertos de maneira diretamente proporcional a concentragao
de plaquetas. No periodo de 12 semanas pos-operatérias, o grau médio de mineraliza¢do dssea
observado no grupo do osso autdégeno sozinho foi em torno de 50 a 60%. Essa média foi
alcancada pelos enxertos 6sseos com PRP duas semanas antes, ou seja, uma maturagdo mais
rapida dos enxertos foi observada neste grupo, corroborando os achados de Marx et al. (1998).

Contudo, os achados de Schlegel et al. (2004) ndo foram confirmados por Choi et al.
(2004) em defeitos continuos, de natureza critica, criados cirurgicamente em mandibula de
caes. A andlise histologica deste estudo nao mostrou nenhum beneficio do PRP na formagao
Ossea e a microscopia de fluorescéncia evidenciou um atraso no processo de remodelagdao dos
enxertos 0sseos autdogenos com PRP. A andlise histométrica confirmou estas observagdes,
mostrando baixos percentuais de formacgdo Ossea nos defeitos do grupo tratado com PRP

(36,8%) quando comparados com o grupo do osso autdogeno sozinho (56,7%).
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Uma possivel explicacdo para as controvérsias nos resultados obtidos nos estudos
apresentados ¢ o tipo de enxerto autégeno utilizado, que pode ser resultante de ossificagdo
intramembranosa (CHOI et al., 2004; SCHLEGEL et al., 2004) ou endocondral (MARX,
1998; FENNIS et al. , 2004), bem como o método de obtencdo do PRP. Em relacao a este
ultimo, no estudo de Schlegel et al. (2004) o PRP foi preparado através de métodos cujas
eficiéncias foram reconhecidamente comprovadas em outros trabalhos. Além disso, o valor
terapéutico das amostras foi garantido com a determinacao da concentracao de plaquetas e dos
niveis de fatores de crescimento presentes. Contrariamente, Choi et al. (2004), apesar de
realizarem a contagem de plaquetas do PRP, ndo avaliaram os niveis de fatores de
crescimento e modificaram o método de Whitman et al. (1997) para o preparo do PRP.

Tentando compreender o resultado negativo do uso do PRP associado ao osso
autdogeno em seu estudo realizado em caes, Choi et al. (2005) investigaram os efeitos de
variadas concentracdes de PRP sobre osteoblastos in-vitro. Observaram que altas
concentragdes de PRP podem suprimir o crescimento celular, sendo as amostras com mais de
30% de PRP consideradas citotoxicas. Os autores constataram, também, que a relagdo entre o
volume de PRP e a quantidade de enxerto 6sseo ¢ capaz de influenciar os resultados dos
procedimentos regeneradores. Assim, o uso de pequenas quantidades de osso misturadas com
um grande volume de PRP seria desfavoravel para o reparo ¢sseo, pois inibiria a proliferagao
de osteoblastos. Portanto, a explicagdo para os diferentes resultados encontrados nos estudos
envolvendo PRP e osso autdgeno pode estar nos variados volumes e concentragdes de PRP
utilizados.

No estudo de Choi et al. (2004), no qual foi averiguada a influéncia do PRP na
remodelagdo de enxertos 0sseos autdogenos em defeitos cirurgicamente criados em mandibula
de caes, um volume de 1 ml de 100% de PRP foi misturado com osso triturado a partir de um
bloco de apenas 15 mm de extensdo. Estes valores trouxeram efeitos negativos para o
processo de reparo Osseo, uma vez que uma amostra de PRP, 100% concentrada, foi
misturada com um pequeno volume de enxerto 6sseo. Os valores utilizados no estudo de
Marx et al. (1998), por exemplo, foram bastante diferentes. Estes pesquisadores relataram
resultados positivos com o uso de um volume de 70 ml de PRP, produzido a partir de 400-450
ml de sangue, sendo esta quantidade misturada com osso autdégeno para o tratamento de
defeitos muito maiores, cerca de 50 mm de didmetro ou mais.

Nagata et al. (2009) realizaram, entdo, um estudo imunoistoquimico para avaliar a

influéncia da propor¢ao de enxerto 6sseo autdgeno / PRP na cicatrizagdao dssea em defeitos de
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tamanho critico (DTC) criados cirurgicamente em calvarias de ratos. Os autores concluiram
que essa proporcao parece influenciar a cicatrizagdo Ossea.

Existem, realmente, poucos estudos controlados, principalmente em humanos,
avaliando a influéncia do PRP quando associado ao osso autdégeno no reparo de defeitos do
esqueleto maxilo-facial. Embora as vantagens desta associagdo ndo tenham sido
comprovadas, varios pesquisadores propuseram-se a avaliar o uso do PRP associado a
materiais aloplasticos, xenoenxertos ou aloenxertos em procedimentos regenerativos
(FUERST et al. 2003).

A quantidade limitada, aumento da morbidade e necessidade de sitios doadores sdo
algumas das desvantagens dos enxertos autdgenos que levaram a busca por materiais
substitutos. Sabe-se que estes materiais ndo tém as mesmas propriedades dos enxertos
autégenos, como, por exemplo, a capacidade de osteogénese e osteoindu¢gdo (THORWARTH
et al., 2005). A adicdo do PRP poderia facilitar e acelerar a integragdo biologica destes
materiais ou enxertos (WILTFANG et al., 2003).

Para testar esta hipotese, Wiltfang et al. (2003) investigaram, em humanos, a agdo do
PRP na degradacdo dos granulos de p-Fosfato de Tricdlcio (B-TCP). Neste estudo
randomizado e prospectivo, levantamentos de seios maxilares foram realizados e preenchidos
com B-TCP, com ou sem a adi¢do de PRP. Uma degradacao mais rapida do material ceramico
associado ao PRP nao foi constatada.

Quando esta metodologia foi empregada para avaliar o uso do vidro bioativo associado
ou ndo ao PRP, também ndo se observou diferengas de resultados entre os grupos tratados
com vidro bioativo com ou sem PRP. A andlise histolégica mostrou a presenca de tecido
conjuntivo circundando as particulas de vidro bioativo com limitada quantidade de novo osso
formado (DANESH et al., 2001).

Avaliando o enxerto xendgeno (Bio-Oss®) associado ao PRP, Froum et al. (2002)
corroboraram os resultados do estudo de Danesh et al. (2001), ndo encontrando nenhuma
diferenca quanto a quantidade de formagao dssea apos levantamentos de seios maxilares de 3
pacientes. Um paciente teve, inclusive, implantes testes colocados no momento da cirurgia,
os quais foram removidos e avaliados quanto ao percentual de contato osso-implante.
Nenhum beneficio foi notado com a adicdo de PRP ao Bio-Oss® (38% de contato osso-
implante no grupo Bio-Oss® e PRP e 34% no grupo do Bio-Oss® sozinho).

A utilizacdo de terapias combinadas nos mais diferentes modelos experimentais

também foi investigada em animais, trazendo resultados divergentes. Fiierst et al. (2003)
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realizaram levantamentos bilaterais de seios maxilares em 12 mini-porcos, usando enxerto
Bio-Oss® sozinho em um lado e Bio-Oss® misturado com PRP no outro lado.
Simultaneamente, 2 implantes de titanio foram colocados juntamente com os enxertos.
Ambos os grupos mostraram um aumento percentual, em fun¢do do tempo, no contato do
osso cortical da parede facial do seio e do material enxertado com o implante. Na avaliacao do
contato enxerto-implante, o grupo PRP exibiu os melhores resultados ja em 3 semanas pos-
operatorias. Porém, na andlise do contato osso cortical-implante, o grupo que recebeu o PRP
somente superou o lado tratado com Bio-Oss® sozinho em 12 semanas pos-operatorias. A
possibilidade de ocorréncia de reacdes inflamatorias e diferenciacdo de osteoclastos pela
adicado de fatores de crescimento foram supostamente apontadas pelos autores como
responsaveis pelo reduzido contato do osso cortical com os implantes nos periodos iniciais do
processo de reparo 0sseo.

Usando o modelo experimental semelhante ao de Fiierst et al. (2003), Roldéan et al.
(2004b) avaliaram o potencial regenerativo do PRP ou da Proteina Morfogenética Ossea
Recombinante Humana-7 (rhBMP-7) associados a um enxerto de osso bovino (Bio-Oss®). A
analise histométrica e o exame de microscopia de fluorescéncia revelaram que o PRP nao foi
capaz de acelerar ou aumentar a osseointegracdo de implantes de titdnio quando comparado
com thBMP-7. Como peculiaridade deste estudo, convém destacar que os autores
adicionaram 15% de osso autdgeno ao Bio-Oss® nos seios maxilares que receberam o PRP,
diferentemente da investigagcdo de Fiierst et al. (2003), com o intuito de garantir os efeitos
mitogénicos do PRP sobre os osteoblastos. Os autores realizaram este procedimento devido
aos resultados de um estudo prévio (ROLDAN et al. 2004a), onde se observou que o PRP
implantado com Bio-Oss® em um sitio extra-6sseo em ratos ndo foi osteoindutivo e, muito
menos, permitiu o crescimento Osseo sobre a matriz bovina. Ainda neste mesmo estudo
(ROLDAN et al. 2004a), quando o PRP foi associado ao Bio-Oss® para aumentos
mandibulares, a analise histomorfométrica ndo mostrou uma maior area de osso neoformado
em relacdo as regides tratadas apenas com Bio-Oss®. A microscopia de fluorescéncia,
entretanto, evidenciou que o PRP acelerou a formacao de osso cortical sobre a mandibula e
sobre os enxertos a partir de 2 semanas. Como a histometria foi realizada apenas apds 6
semanas e os defeitos estudados ndo foram criticos, os autores concluiram que a analise de
periodos mais precoces poderia ter demonstrado um efeito positivo do PRP.

E interessante observar que, apesar das semelhangas no modelo animal e nos critérios

de analise histométrica em dois estudos descritos anteriormente (FUERST et al, 2003;
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ROLDAN et al., 2004b), métodos diferentes para avaliar a validade terapéutica do PRP
produzido foram utilizados, o que pode proporcionar maior ou menor valor cientifico aos
resultados apresentados, assim como explicar algumas divergéncias. Fiirst et al. (2003), por
exemplo, validaram o protocolo de obtencdo do PRP através do teste do mesmo em culturas
de fibroblastos gengivais, observando um efeito mitdtico dose-dependente do PRP sobre estas
células em fun¢do da concentracdo de plaquetas. Ja Roldan et al. (2004b) apenas realizaram a
contagem de plaquetas do PRP. Estes pesquisadores ressaltaram, ainda, ter encontrado uma
grande variagdo na quantidade de plaquetas presentes no sangue periférico dos animais
estudados, o que pode ter contribuido para a produgdo de amostras de PRP com diferentes
concentragdes de fatores de crescimento, dificultando a padronizag¢ao dos resultados.

Em relacdo a analise de outros sitios experimentais, ha dois estudos que avaliaram o
uso do PRP com enxerto de osso bovino (Bio-Oss®) em defeitos Osseos criados
cirurgicamente em cranio de coelhos. A analise radiografica e tomografia computadorizada
em um destes estudos mostraram densidade oOssea significativamente maior nos defeitos
tratados com Bio-Oss® associado ao PRP do que nos defeitos tratados apenas com Bio-Oss®
(KIM et al. 2001). Estes dados foram confirmados histomorfometricamente em um outro
modelo (AGHALOO et al., 2002), no qual se constatou que a adicdo de PRP ao Bio-Oss®
aumentou a porcentagem de formagdo dssea nos trés periodos de observagdo (1, 2 € 4 meses).

Com o objetivo de analisar a associagdo do PRP com diversos substitutos dsseos, bem
como a influéncia dos meios de obtencdo do PRP no reparo 6sseo, Wiltfang et al. (2004)
realizaram um estudo em mini-porcos. Os autores avaliaram o efeito de duas diferentes
concentragdes plaquetarias (ad modum Curasan® e ad modum 3i®) no reparo Osseo de
defeitos de tamanho critico, cirurgicamente criados em calvaria e tratados com o0sso bovino
(Bio-Oss®), esponja de coldgeno bovina (Colloss®), B-Fosfato de Tricélcio (Cerasorb®) ou
0sso autogeno. Através de uma andlise imunohistoquimica, na qual se determinou a expressao
de proteinas da matriz dssea (BMP-2 e Osteocalcina), os autores puderam concluir que o PRP
somente acelerou o reparo Osseo dos defeitos tratados com osso autogeno, sendo esta
vantagem exclusiva dos compostos com maiores quantidades de plaquetas.

Contudo, alguns estudos mostraram resultados contrarios ao de Wiltfang et al. (2004).
Em modelos experimentais realizados em mandibula de cdes, o PRP mostrou-se capaz de
influenciar a velocidade e qualidade de neoformacdo 6ssea quando combinado com B-TCP
(KOVACS et al., 2005; SUBA et al.,, 2004). Conclusdes semelhantes foram obtidas por

Yazawa et al. (2004a) quando testaram este composto em calvaria de coelhos.
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O PRP tem sido, também, combinado com matrizes 6sseas organicas, tais como 0SSO
mineralizado seco congelado (FDBA) ou osso desmineralizado seco e congelado (DFDBA).
Os estudos nesta categoria apresentam, também, resultados conflitantes.

Em um estudo clinico, radiografico e histologico, Kassolis et al. (2000) avaliaram
levantamentos de seios maxilares e aumentos de rebordo alveolar realizados com FDBA e
DFDBA associados ao PRP em 15 pacientes. A analise histologica mostrou numerosas areas
de formagdo de tecido 0sseo ao redor das particulas dos enxertos, sem a ocorréncia de
nenhum infiltrado significativo de células inflamatorias. Estas conclusdes foram corroboradas
pelos achados de Shanaman et al. (2001). Estes autores concluiram que a adi¢do de PRP aos
enxertos aldgenos permitiu uma nova formagao dssea e melhorou o manuseio desses enxertos
para aumentos de rebordo alveolar em 3 pacientes, facilitando a colocagao e estabilizagao dos
materiais.

Apesar dos bons resultados relatados por Kassolis et al. (2000) ¢ Shanaman et al.
(2001), estes estudos ndo apresentaram grupo controle de pacientes, dificultando, portanto, a
avalia¢do objetiva dos possiveis beneficios terapéuticos da adicdo do PRP aos materiais de
enxerto. Inclusive, Shanaman et al. (2001) reconheceram a necessidade de novos estudos
controlados e chamaram a atengdo para alguns detalhes que deveriam ser observados em
futuras pesquisas, tais como a interferéncia da adicdo de enxertos autdgenos aos compostos
alogénicos, a influéncia da perfuracdo da cortical do leito receptor, o uso de diferentes
materiais de barreira e variagdes na concentragdo de fatores de crescimento do PRP.

Assim, Kassolis et al. (2005) realizaram um estudo clinico controlado para investigar a
influéncia do PRP em enxertos alégenos. Levantamentos bilaterais de seios maxilares foram
realizados em 10 pacientes, onde um dos lados foi preenchido com PRP e FDBA e o outro
lado com FDBA e uma membrana. A andlise histométrica mostrou, aos 4, 5 e 6 meses poOs-
operatorios, uma maior quantidade de osso vital presente no grupo com PRP. Quando esta
metodologia foi transportada para animais, os resultados ndao foram animadores. A associa¢do
de PRP e enxertos alégenos ndo acelerou ou aumentou o reparo 6sseo em levantamentos de
seios maxilares em ovelhas (GRAGEDA et al., 2005). Porém, quando usado com implantes,
associacdo de PRP e osso alogeno mostrou beneficios regenerativos. Kim et al. (2002a)
colocaram implantes dentais na crista iliaca de cades e criaram defeitos 0sseos ao redor das
roscas mais superficiais dos implantes. Estes defeitos foram preenchidos com osso humano
desmineralizado seco e congelado em pd (DBP), associado ou ndo ao PRP. Um contato osso-
implante mais direto foi visto no grupo com PRP. Quando uma mistura de dentina e sulfato de

calcio foi usada em substituicdo ao DBP em um outro estudo usando o mesmo modelo
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experimental, a adicdo de PRP também pareceu aumentar o contato osso-implante (KIM et al.
2002b).

Os resultados dos estudos de Kim et al. (2002a, 2002b) ndo foram confirmados por
Jensen et al. (2005). Estes autores inseriram implantes revestidos com hidroxiapatita em
condilos femorais de cdes associados com osso alogénico fresco e congelado ou osso
alogénico processado (calor-seco, irradiacdo e tratamento quimico), ambos com ou sem a
adicdo de PRP. Nenhuma influéncia na fixacdo dos implantes ou formacao Ossea foi
observada pela adi¢do do PRP aos enxertos 6sseos ou pelos métodos de processamento dos
enxertos alogénicos.

Trés outros estudos usaram modelos experimentais em cdes para investigar a
eficiéncia do PRP combinado com osso aldégeno. Defeitos criados em calvaria (PALMISANO
et al., 2002), arco zigomatico (HARRIS et al., 2003) ou processo alveolar (DUZIAK &
BLOCK, 2003) de cades ndo exibiram, na avaliagdo radiografica ou histoldgica, nenhuma
vantagem no reparo 6sseo quando tratados com PRP e enxertos alogenos. Estes achados
foram corroborados por Aghaloo et al. (2005) que também mostraram, através de analises
radiogréfica e histométrica, que a adicdo de PRP ao FDBA ou DFDBA para o tratamento de
defeitos cirurgicos ndo-criticos em calvaria de coelhos ndo proporcionou um aumento
significativo na densidade 6ssea ou na quantidade de novo osso formado obtidos com o uso
dos enxertos 0sseos somente.

Dos materiais utilizados para o tratamento de defeitos 0sseos, apenas o 0sso autdogeno
possui células osteocompetentes e células mesenquimais indiferenciadas na base do canal
medular. A acdo do PRP ocorre sobre estas c€lulas que tém, reconhecidamente, potencial para
responder as citocinas presentes no PRP (MARX, 2001, 2004).

Sabe-se que a agdo do PRP ocorre sobre células vivas. Assim, os varios enxertos ou
materiais substitutos do osso autégeno agem apenas como um carreador para o PRP, retendo
por mais tempo os fatores de crescimento liberados pelas plaquetas. Todavia, o tempo de
retencao destes fatores ¢ dependente do tipo de substituto 6sseo usado (TSAY et al., 2005), o
que pode explicar a grande controvérsia de resultados existentes entre os estudos que
avaliaram a adi¢ao do PRP a varios substitutos do osso autdgeno.

Apesar dos resultados favoraveis com a associacdo de PRP a vdrios enxertos e
materiais substitutos do osso autdogeno, Pryor et al. (2005) alertaram que a interferéncia destes
materiais no curso do processo regenerativo pode obscurecer os efeitos osteocondutores

genuinos do PRP. Wiltfang et al. (2003) afirmaram ser, portanto, fundamental a realiza¢do de
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novos estudos sobre a influéncia do PRP, usado isoladamente, no processo de reconstru¢ao
dos tecidos.

A literatura traz poucos estudos in-vivo sobre a agdo isolada do PRP na reconstrucao
de tecidos duros. Um destes estudos foi realizado por Anitua (1999). O autor comparou o
reparo alveolar pds-extragdo dentdria de 20 pacientes divididos em dois grupos. Em um
grupo, apos as exodontias, os pacientes tiveram seus alvéolos dentarios preenchidos com PRP
e, no outro, apenas coagulo sangiiineo (controle). Transcorridas 10 a 16 semanas pos-
operatorias, pdde-se notar que a epitelizagao dos alvéolos do grupo PRP foi superior ao grupo
coagulo. As biopsias Osseas realizadas nos sitios tratados mostraram que os espécimes do
grupo PRP apresentavam osso maduro e compacto, com trabéculas 6sseas organizadas e com
morfologia normal. J4 os espécimes do grupo controle exibiram tecido conjuntivo
entremeando as novas trabéculas dsseas, o que caracterizou um atraso no processo de reparo
6sseo quando comparado com ao grupo PRP.

Sammartino et al. (2005) também obtiveram bons resultados com a utilizagdo do PRP
em alvéolos de terceiros molares extraidos, tendo sido possivel minimizar a ocorréncia de
complicacdes periodontais na raiz distal do segundo molar adjacente. Menor incidéncia de
alveolite e dor pos-operatérias, bem como maior densidade radiografica 6ssea com o uso do
PRP em alvéolos foram relatadas por Mancuso et al. (2003).

Buscando melhor avaliagdo do PRP em modelos animais, Yazawa et al. (2004a)
avaliaram o reparo 6sseo de defeitos mandibulares bicorticais em coelhos, tratados com cola
de fibrina e PRP ou apenas cola de fibrina como controle. A analise histologica mostrou, aos
7 dias poOs-operatorios, a presenga de matriz cartilaginosa no grupo com PRP, enquanto que
no grupo controle ainda se via remanescentes da cola de fibrina, indicando que a adicdo de
PRP realmente acelerou o reparo 6sseo dos defeitos.

Embora Anitua (1999), Sammartino et al. (2005) e Yazawa et al., (2004a) tenham
evidenciado bons resultados histologicos nos sitios tratados com PRP, a falta de uma analise
histométrica do novo osso formado (ANITUA, 1999; SAMARTINO et al., 2005; YAZAWA
et al., 2004a), de analise histologica dos sitios controle (SAMARTINO et al., 2005), bem
como a nao utilizacao de defeitos de tamanho critico (ANITUA, 1999; SAMARTINO et al.,
2005; YAZAWA et al., 2004a) ou associagdo do PRP com fibrina alégena (YAZAWA et al.,
2004a) dificultaram o estabelecimento de conclusdes mais objetivas e confiaveis sobre a
capacidade do PRP em aumentar ou acelerar a formacao dssea quando usado isoladamente.

Contornando  estas  limitacdes, = Fontana et al. (2004) avaliaram

histomorfometricamente o efeito do PRP aplicado ao redor de implantes laminares colocados
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em tibia de ratos. Os resultados mostraram que o grupo no qual os implantes foram associados
ao PRP (30 % 7 cm?) apresentou significativamente mais osso do que o grupo controle (16 =
3 cm?). Estes resultados também foram confirmados em estudos realizados em cies
(YAMADA et al. 2004) ou mini-porcos (ZECHNER et al., 2003; SCHLEGEL et al., 2003).

Ainda preocupados em analisar o efeito isolado do PRP no processo de reparo 0sseo,
Pryor et al. (2005) aplicaram preparados de plaquetas em defeitos de tamanho critico (6 mm)
criados cirurgicamente em calvaria de ratos, ndo observando nenhum beneficio adicional na
formagdo dssea em relacao aos controles (sem PRP).

Apesar dos resultados insatisfatorios do estudo de Pryor et al. (2005), é preciso
ressaltar que os autores utilizaram lisado de plaquetas e ndo PRP. Além disso, os
concentrados de fatores de crescimento foram obtidos a partir de animais doadores € uma
esponja de colageno absorvivel foi associada ao composto. Embora considere-se que esta
esponja seja isenta de propriedades osteocondutoras ou osteoindutoras capazes de mascarar as
potencialidades dos materiais testados. Independentemente destas variagdes e dos resultados
apresentados, deve-se enfatizar que o sitio anatdmico selecionado para o estudo do reparo
osseo foi adequado. Bastante louvével, também, foi a preocupagdo em se criar DTC (defeitos
de tamanho critico).

O DTC possibilita a padronizagdo de controles para a avaliacdo de qualquer material
com potencial de reparo 6sseo maxilo-facial (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986), pois o defeito
representa um desafio bioldgico e permite a observa¢do do reparo Osseo tanto por
osteoconducdo como por osteoindu¢do (CHESMEL et al., 1998).

Encontram-se na literatura varios estudos avaliando defeitos Osseos realizados na
calvaria de ratos, medindo 8 mm de didmetro e seguindo o modelo proposto por Takagi e
Urist (1982) (HOLLINGER et al., 1989; WANG et al., 1998; LIM et al., 2000; SIKAVITSAS
et al., 2003; SCHLIEPHAKE et al., 2004). Em todos estes estudos, os defeitos criados
corresponderam aos padroes de um DTC. Estes defeitos em calvaria sdo, segundo Schmitz e
Hollinger (1986), bastante apropriados para o estudo de agentes particulados ou gelatinosos.
Sendo assim, s3o bons candidatos para a analise das potencialidades do PRP na reconstrugdo
de tecidos duros. O uso de DTC e ateng@o cuidadosa para com todos os detalhes técnicos
envolvidos na producdo do PRP sdo os primeiros passos na realizacdo de pesquisas
padronizadas que possam, realmente, esclarecer as duvidas existentes em relagdo as
propriedades deste material.

Grageda et al. (2004) sugeriram alguns pontos-chave que devem estar presentes nas

investigacdes futuras, tais como a contagem manual de plaquetas do sangue periférico e das
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amostras de PRP, a quantificagdo dos fatores de crescimento, a analise histométrica dos
espécimes, a presencga de grupos controle, a andlise da correlacdo existente entre a histometria
e o numero de plaquetas e/ou fatores de crescimento, o uso de modelos animais que permitam
a obtencdo de um PRP autdgeno e o ajuste da quantidade de plaquetas ideal para o PRP do
modelo animal estudado, uma vez que existem variagdes entre as espécies na quantidade de
plaquetas presentes no sangue periférico. Sem uma adequada padronizacdo da metodologia
dos estudos nao sera possivel determinar se o PRP, realmente, auxilia no reparo 6sseo quando
usado de forma isolada ou associado a outros materiais (GRAGEDA et al., 2004).

Portanto, seguindo as recomendagdes de Grageda et al. (2004), Messora et al. (2008)
realizaram um estudo planejado para obter conclusdes confiaveis a respeito do real efeito do
uso isolado do PRP no reparo 6sseo. Os autores concluiram que o PRP aumentou
significativamente a cicatrizacdo 6ssea em defeitos de tamanho critico (8§ mm) em calvérias de
ratos.

Em uma revisdo sistematica, Plachokova et al. (2008) analisaram os efeitos do PRP na
regeneragdo Ossea ¢ concluiram que o PRP pode ter efeitos benéficos no tratamento de
defeitos periodontais. Os autores relataram que existem poucas evidéncias sobre o efeito
benéfico do PRP na elevagdo de seio. Afirmaram, ainda, que nenhuma conclusdo pdde ser

obtida a respeito de outras aplicacdes do PRP da Odontologia.
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2.2. Laser de Baixa Intensidade

O primeiro aparelho de laser foi produzido por Maiman em 1960. Na area médica os
lasers tém sido utilizados com sucesso desde o meio da década de 60 para a fotocoagulagdo
precisa da retina. Assim, os oftalmologistas foram os pioneiros na aplicacdo do laser. Desde
entdo, os lasers vem sendo utilizados em diversas aplicagdes industriais e cientificas
(ISHIKAWA et al., 2009).

O laser produz radiacdo eletromagnética coerente. A radiacdo laser ¢ caracterizada por
uma baixa divergéncia do feixe de radiagdo e, com poucas exce¢des, um comprimento de
onda bem definido (ISHIKAWA et al., 2009).

Sao dois os tipos de lasers utilizados na medicina e na odontologia. O laser de baixa
intensidade fornece uma baixa energia fria (ndo térmica) com comprimentos de ondas que
parecem estimular a circulagdo e a atividade celular (MIDDA et al, 1991).
Experimentalmente, esses lasers tém sido utilizados para promover cicatrizagao ¢ reduzir a
inflamacdo, o edema e a dor. Ja o laser de alta intensidade ¢ utilizado para aplicacdes
cirargicas. Assim, diferentes tipos de lasers podem produzir diversos efeitos num mesmo
tecido (MILLER et al, 1993).

Durante a década passada houve um aumento de pesquisas sobre a aplicagao da terapia
com laser de baixa intensidade (LBI) na pratica odontoldgica em geral (BASFORD, 1995;
WALSH, 2003). O LBI ¢ utilizado ha mais de 30 anos e nenhum efeito adverso foi relatado
(GOLDMAN et al., 1987; QADRI et al., 2005). Tem sido estabelecido que a bioestimulacao
aumentada pelo laser induz mudangas metabolicas intracelulares, resultando em aumento da
sintese de ATP (KARU et al., 1995), com uma divisdo celular mais rapida, producdo de
matriz rapida e movimento celular (KHADRA et al., 2005). Os efeitos relatados do LBI
incluem a aceleragdo da cicatrizacao de feridas (MESTER et al., 1971; HALL et al., 1994),
aumento na remodelagdo e reparo 0sseo (UEDA & SHIMIZU, 2001; KHADRA et al., 2004),
supressdo da dor (ECKERDAL & LEHMANN, 1996), fun¢des antiinflamatdrias (FREITAS
et al., 2001), estimulagdo da liberagdao de endorfina ¢ modulagao do sistema imune (NANAMI
et al., 1993), regeneracdo mais rapida de nervos (ROCHKIND et al., 1986) e aumento na
formagdo de novos capilares através da liberagao de fatores de crescimento (KOVACS et al.,
1974).

O processo de cicatrizagdo ocorre em 3 fases: uma fase de substrato, uma fase
proliferativa e uma fase remodeladora. A maioria dos estudos sugerem que a bioestimulagao

do laser ocorre durante a fase proliferativa (DORTBUDAK et al., 2000). Contudo, o
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mecanismo de acdo do LBI no processo de cicatrizagdo tecidual ainda ndo esta totalmente
compreendido. Acredita-se que o LBI atua na biomodulacao tecidual (NICOLAU et al., 2003)
através de um processo fotoquimico, no qual o feixe de luz ¢ absorvido pelos componentes
intracelulares e convertido em energia metabdlica envolvendo o processo de respiracao
celular por intermédio do citocromo (BELKIN et al., 1988).

O uso do LBI como um agente biomodulador tecidual ¢ bastante controverso,
principalmente quando se trata de sua aplicacdo em tecidos mineralizados. De fato, o LBI ¢
mais freqiientemente utilizado em tecidos moles, mas hd um crescente interesse na sua
aplicagdo em tecidos duros (WEBER et al., 2006). Varios estudos demonstraram que o LBI
pode potencializar o reparo de defeitos dsseos e fraturas (LUGER et al., 1998; FREITAS et
al., 2000; PINHEIRO et al., 2003; MERLI et al., 2005; WEBER et al., 2006; PRETEL et al.,
2007). No entanto, se o LBI pode ser util como uma modalidade de tratamento na cicatrizagao
de tecidos duros e como isso pode ser benéfico e efetivo, precisa ainda ser determinado. E
necessario investigar, completamente, os efeitos do LBI nos tecidos em um nivel celular, visto
que os mecanismos de acdo da terapia clinica com laser no osso ndo estdo totalmente
elucidados (COOMBE et al., 2001).

A agdo do LBI no processo de regeneragdo dssea pode ser discutida sob dois aspectos.
O primeiro deles refere-se as possiveis alteragdes nas propriedades dos canais de ions e ao
aumento da atividade metabdlica de osteoblastos, o que poderia acelerar o processo de reparo
0sseo (LUGER et al., 1998; LIND & BUNGER, 2001). O segundo aspecto diz respeito a
microcirculagdo tecidual, que estd prejudicada ou ausente nos tecidos injuriados. A presenca
de vascularizagdo ¢ uma condigdo fundamental para a ocorréncia de osteogénese,
determinando os eventos iniciais do processo de reparo 6sseo (TRELLES & MAYAYO,
1987). Vérios estudos tém demonstrado que o LBI estimula a vascularizacdo tecidual, o que
poderia auxiliar o processo de osteogénese (KOVACS et al., 1974; BENEDICENTI et al.,
1984; GARAVELLO-FREITAS et al., 2003).

Vérios estudos in vitro foram realizados para determinar os efeitos do LBI na
cicatrizacdo Ossea. Khadra et al. (2005) avaliaram o efeito do LBI na fixagdo, proliferacao,
diferenciagdo e producdo do fator de crescimento transformador B; (TGF ;) de osso
mandibular humano tratado com laser Galio-Aluminio-Arsénio (Ga-Al-As) (1.5 J/cm® ou 3
J/em?). Os resultados deste estudo demonstraram que, em resposta ao LBI, houve uma
tendéncia de aumento na fixacdo, proliferacdo, diferenciacio celular e produgdo de TGF B, o

que sugere que o LBI pode modular as atividades das células e tecidos ao redor de implantes.
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Guzzardella et al. (2002) conduziram um estudo in vitro para determinar se a terapia
com laser poderia acelerar a cicatrizagdo de defeitos dsseos. Foram criados defeitos dsseos na
epifise distal de doze fémures retirados de seis ratos. Os fémures foram, entdo, mantidos em
meio de cultura por 21 dias. Seis fémures foram irradiados diariamente durante 10 dias com o
laser Ga-Al-As (300 J/cm?, com emissdo pulsatil por 10 minutos), enquanto os outros seis
fémures permaneceram em meio de cultura sem nenhuma irradiacdo. Os niveis de fosfatase
alcalina/proteina total, célcio e oxido nitrico foram avaliados aos 7, 14 e 21 dias para
monitorar o metabolismo da cultura 6ssea. O percentual de cicatrizagdo dos defeitos dsseos
foi determinado pela analise histomorfométrica. Apds 21 dias, foram observados maiores
niveis de fosfatase alcalina/proteina total, célcio e d6xido nitrico nas culturas de fémures
irradiados quando comparadas aquelas de fémures nao irradiados. A taxa de cicatrizagdao na
area do defeito também foi maior nos 0ssos que receberam terapia com laser.

Stein et al. (2008) investigaram os efeitos iniciais do LBI no crescimento e
diferenciagdo de células semelhantes a osteoblastos humanos in vitro. A terapia com o laser
exerceu um efeito estimulatorio nas células durante as primeiras 72h apos a irradiagdo. Em
outro estudo, Yamada et al. (1991) demonstraram que o laser H¢lio-Neonio (He-Ne)
propiciou efeitos positivos na proliferacdo, diferenciacdo e calcificagdo em uma cultura de
células osteoblasticas. O LBI aumentou o acimulo de calcio e acelerou a calcificagado in vitro.

Alguns estudos in vivo também confirmaram que o LBI pode promover uma
cicatrizacdo Ossea mais rapida. Liu et al. (2007) investigaram a cicatrizacdo de fraturas em
tibia de ratos irradiadas com LBI (830nm, modo continuo, 40 J/cmz, ZOOmW/cmz, 50s, uma
vez ao dia por 4 semanas). Os autores sugeriram que o LBI pode acelerar o processo de reparo
de fratura ou aumentar o volume do calo Osseo, especialmente em estagios iniciais da
cicatrizagdo 6ssea.

Um estudo realizado em fémur de ratos avaliou a cicatrizacdo de defeitos Osseos
tratados com LBI associado ou ndo a enxertos 6sseos autogenos. As aplicagdes de LBI foram
realizadas durante o trans-operatorio somente no leito cirtirgico, somente sobre os enxertos de
0sso autdgeno ou em ambos. Os resultados demonstraram que os defeitos tratados apenas com
LBI apresentaram um reparo O0sseo melhor qualitativamente e quantitativamente quando
comparados aos defeitos ndo irradiados (controle). Quando o LBI foi associado a enxertos de
0sso autogeno, o reparo 6sseo foi influenciado pelo protocolo de aplicacdo do LBI. Uma
melhor cicatrizagdo foi observada nos defeitos 0sseos nos quais o LBI foi aplicado no leito

cirargico e, posteriormente, sobre os enxertos de osso autogeno (WEBER et al, 2006).



45

Quando o LBI foi aplicado no periodo pods-operatério, alguns estudos também
demonstraram um melhor processo de reparo 6sseo (DE SOUZA MERLI et al., 2005;
NISSAN et al., 2006 GERBI et al., 2008). Gerbi et al. (2008) avaliaram o efeito do LBI no
reparo de defeitos cirurgicos criados em fémures de ratos. O grupo irradiado recebeu sete
aplicacdes a cada 48h, tendo inicio imediatamente ap6s o procedimento cirirgico. A terapia
com o laser consistiu em 16J/cm” por sessdo, divididos igualmente sobre quatro pontos em
torno do defeito. A eutanasia dos animais foi realizada aos 15, 21 ou 30 dias pos-operatorios.
Os resultados histoldgicos mostraram maior deposicao de fibras de colageno (15 e 21 dias),
bem como maior quantidade de osso trabeculado bem organizado nos animais irradiados
quando comparados aqueles ndo irradiados aos 30 dias pos-operatorios, corroborando os
achados de De Souza Merli et al. (2005) e Nicolau et al. (2003). Resultados semelhantes
também foram observados em defeitos Osseos criados cirurgicamente em mandibulas de ratos
(NISSAN et al.,, 2006). Neste estudo, o tratamento foi iniciado imediatamente apds o
fechamento das bordas da ferida com uma aplicacdo de 3 minutos. Posteriormente, os animais
foram irradiados diariamente por 1, 2 ou 4 semanas. (pag 5) O LBI influenciou o processo de
cicatrizagdo, aumentando a taxa de calcificagdo Ossea.

A influéncia de diferentes doses do laser He-Ne (0,03, 03 ¢ 0,9 J) na cicatrizagdo de
defeitos 6sseos criados cirurgicamente em tibias de ratos foi investigada por Garavello-Freitas
et al. (2003). O tratamento com o laser iniciou-se 24 h apo6s a criagdao dos defeitos cirurgicos,
sendo as aplicacdes realizadas diariamente por 7 ou 14 dias. Os resultados deste estudo
demonstraram que o LBI estimulou o crescimento da area trabecular e a invasdo de
osteoclastos durante a primeira semana, bem como acelerou a organizagdo da matriz de
colageno na segunda semana quando comparado com os defeitos ndo irradiados (controle).
Em outro estudo, realizado também em tibias de ratos, Garavello et al. (2004) avaliaram a
influéncia de diferentes doses do laser He-Ne (31,5 ¢ 94,5 J) na formacao de novos vasos
sangiiineos. Os autores concluiram que a terapia com laser aumentou significativamente o
numero de vasos sangiliineos nos defeitos Osseos aos 7 dias pds-operatorios quando foi
utilizada a densidade de 94,5 J. Ja aos 14 dias pds-operatorios, foi observada uma diminui¢ao
no nimero de vasos independentemente da dose de LBI utilizada.

Lirani-Galvao et al. (2006) realizaram um estudo para avaliar os efeitos do LBI no
reparo 6sseo em tibias de ratos. Um grupo de animais foi tratado com laser Ga-Al-As (112,5
J/em?) com 12 sessdes de 2,5 minutos cada, cinco vezes por semana, comegando no terceiro
dia apés a injuria. Foi demonstrado que, nos animais tratados com LBI, a resisténcia do osso

neoformado a cargas foi maior que no grupo de animais nao irradiados. Contudo, ainda ¢
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necessario confirmar a fase exata do reparo 6sseo em que essa modalidade terapéutica pode
ter maxima efetividade.

Khadra et al. (2004) avaliaram o efeito da LBI na cicatrizagao de implantes de titanio
em tibias de ratos. O laser foi aplicado imediatamente apds a cirurgia ¢ por 10 dias
consecutivos. O tratamento foi realizado em 6 pontos (20s por ponto, 23J/cm?) laterais do
implante e 3 pontos abaixo dele. A anélise histomorfométrica mostrou um maior contato osso-
implante no grupo de animais irradiados quando comparados aqueles nao irradiados. Este
resultado foi corroborado por Jakse et al. (2007), os quais também observaram um maior
contato osso-implante em ovelhas.

E importante ressaltar que outros estudos demonstraram efeitos negativos ou auséncia
de beneficios do LBI na regeneragdo ossea. David et al. (1996) avaliaram os efeitos do laser
He-Ne na cicatrizagdo de fraturas em ratos. As andlises radiograficas e histologicas ndo
mostraram qualquer beneficio do uso do laser no processo de cicatrizacdo Ossea.
Biomecanicamente, os ossos irradiados foram significativamente mais fracos do que aqueles
ndo irradiados (controles). Saito & Shimizu (1997) avaliaram o efeito do LBI na regeneracao
Ossea da sutura palatina de ratos durante a expansao ortodontica. Nenhum efeito foi observado
na regeneracao 0ssea quando uma unica irradiagdo foi realizada. Gordjestani et al. (1994), em
um estudo piloto em ratos, ndao encontraram diferencas metabdlicas entre o grupo tratado com
laser o grupo controle.

As controvérsias em relacdo ao efeito do LBI na cicatrizagdo tecidual devem-se as
multiplas varidveis que envolvem essa terapia, tais como o comprimento de onda, poténcia,
energia, densidade da energia, dura¢do do tratamento € o método de aplicacdo. A densidade
da energia parece ser o Unico parametro de tratamento com efeito doses-dependentes
previsiveis (WOODRUFF et al., 2004).

Segundo Khadra et al. (2004), um dos fatores que podem explicar os resultados
controversos dos efeitos do LBI em estudos que usam controles internos (o lado contralateral
do mesmo animal/paciente) ¢ que o LBI pode estimular a liberacdo de substancias, como
fatores de crescimento e citocinas no sistema circulatorio, podendo afetar também o lado nao
tratado de um animal experimental ou individuo.

Deve-se ressaltar também que baixas dosagens do LBI ndo possuem nenhum efeito. Ja
dosagens muito altas pode apresentar pequenos ou até mesmo nenhum efeito, enquanto
dosagens excessivas podem resultar em efeitos inibitorios. (GROSS & JELKMANN, 1990;
WALSH 1997).
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3. Associacao Plasma Rico em Plaquetas/Laser de

Baixa Intensidade

O desenvolvimento da tecnologia do laser representa talvez uma das modalidades mais
promissoras de tratamento para melhorar biomateriais através do aumento da adesdo
osteoblastica e migracdo de vasos, proporcionando um sitio adequado para minimizar os
danos aos tecidos (LEWANDROWSKI et al., 1996; ROMANOS et al., 2000; artigo radmila
2009 pag 449).

Sabe-se que o LBI contribui para aumentar a formacdo de novos capilares através da
liberagdo de fatores de crescimento (KOVACS et al., 1974). Os fatores de crescimento
representam um papel no controle da degradagdo do colageno, recrutamento e formacao de
novos fibroblastos, formacdo de novo coldgeno, componentes da matriz € novos vasos
sanguineos. (WAHL & CATELY, 1983).

Alguns estudos in vitro tém demonstrado o potencial da associagdo do PRP e do laser.
Arora et al. (1993) observaram que a exposi¢do do PRP a irradiagao laser a 3.5 W por 30
segundos reduziu as concentragdes limite da adenosina difosfato e L-epinefrina necessarias da
agregacao completa da plaquetas por 20% a 60% e por 30% a 50%, respectivamente. A
irradiacdo do PRP com laser também aumentou o nivel basal de tromboxana A, de menos que
0.5 pmol/10® plaquetas por cada segundo de exposicdo. Estudos de microscopia eletronica
indicaram que a estimulagdo induzida pelo laser da producdo de tromboxana A, na plaqueta
pode ocorrer sem qualquer dano notdvel na estrutura celular.

Doerger et al. (1988) realizaram um estudo onde varias preparagdes de plaquetas no
PRP e no sangue periférico, com ou sem aspirina, foram testados com os agentes agregadores
Adenosina Difosfato, colageno, trombina e epinefrina. Liberacdo simultinea de Adenosina
Trifosfato (ATP) foi também medida no PRP. Em niveis relativamente baixos de irradiacdo, a
agregacao plaquetaria foi potencializada. A potencializagdo foi evidenciada por um aumento
na porcentagem de agregacdo, inicio mais precoce da reacdo e redugdo na quantidade
requerida de agente agregador. No PRP, o mecanismo de potencializagcdo do laser pareceu ser
a liberagdo de ATP enddgena das plaquetas. Em niveis relativamente altos de irradiagdo, as
plaquetas foram destruidas e a agregagdo abolida. A ingestdo de aspirina inibiu os efeitos do
laser no PRP mas ndo no sangue periférico.

Olban et al. (1998), avaliaram o efeito bioestimulatério da irradiagdo de laser

vermelho na fun¢do de plaquetas em porcos. Os resultados indicaram que esta irradiacao



48

induz: 1) o processo secretério da plaqueta e a liberagdo de substancias estocadas nos
granulos especificos; e 2) peroxidacdo lipidica, parcialmente devido a estimulagdo do
araquidonato e produgdo de seus metabolitos reagindo com o 4cido tiobarbiturico.

Portanto, estudos in vivo sdo necessarios para avaliar o verdadeiro potencial da

associacao de LBI ¢ PRP.
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4. Conclusao

A utilizagdo do PRP como substituto ou potencializador dos procedimentos de
enxertia e otimizador do processo de reconstrugdo tecidual abre, sem duavidas, novos
horizontes para futuras pesquisas, sendo um campo promissor para alcangar o verdadeiro
objetivo da engenharia tecidual, isto €, proporcionar ao paciente a recuperagdo total e
funcional dos seus tecidos perdidos com rapidez e menor morbidade (MESSORA, 2005).

Encontram-se na literatura vdarios estudos com resultados conflitantes sobre a
associacdo do PRP com diversos materiais e enxertos Osseos. Essas discrepancias sdo
provavelmente relacionadas a falta de padronizagdo adequada e definicdo dos protocolos de
preparo do PRP (ANITUA et al., 2006). Os protocolos e técnicas cirurgicas usados no preparo
¢ administragdo do PRP diferem largamente (WEIBRICH et al., 2005; SANCHEZ et al.,
2003). Essas variagcdes podem influenciar consideravelmente os efeitos bioloégicos do PRP
(ANITUA et al., 2006). Recentes estudos também tém observado diferencas nos niveis de
fatores de crescimento em amostras de PRP com a mesma concentracdo de plaquetas
(MARTINEAU et al., 2004; FRECHETTE et al., 2005) Além disso, ha poucos estudos que
tenham analisado o uso isolado do PRP na reconstrug@o dos tecidos duros e estes apresentam
resultados contraditorios. Torna-se evidente, portanto, a necessidade de novos estudos
padronizados para avaliar o uso isolado do PRP no reparo dsseo. Somente entdo,
fundamentado em bases cientificas confiaveis, ¢ que o PRP poderia ser integrado na rotina
dos procedimentos cirtrgicos odontoldgicos (Messora et al, 2006).

O LBI tem sido indicado para diferentes tratamentos clinicos. As finalidades de sua
aplicacdo variam desde o controle da dor até o estimulo de complexos mecanismos
envolvidos na cicatrizagdo tecidual. (PRETEL et al., 2007). Encontram-se na literatura varios
estudos com resultados conflitantes sobre os efeitos do LBI na regeneracao de tecidos duros e
moles. As controvérsias em relacdo ao efeito do LBI na cicatrizagdo tecidual devem-se as
multiplas varidveis que envolvem esta terapia, tais como o comprimento de onda, poténcia,
energia, densidade da energia, duracdo do tratamento e o método de aplicacdo. Se a LBI pode
ser util como uma modalidade de tratamento na cicatrizacao de tecidos duros e como isso
pode ser benéfico e efetivo, precisa ainda ser determinado.

Existem algumas evidéncias cientificas derivadas de estudos in vitro que suportam o
possivel beneficio da associagdo LBI e PRP na regeneragao tecidual. Contudo, estudos in vivo
sd0 necessarios para avaliar a real influéncia dessa combinacdo de tratamentos no processo

regenerativo.
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