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Resumo

MESSORA, M. R. Influéncia do Plasma Rico em Plaquetas no reparo 0sseo de defeitos
de tamanho critico em calvarias de ratos. Estudo histologico e histométrico. 2005. 144 f.
Dissertacdo (Mestrado em Periodontia) - Faculdade de Odontologia de Aragatuba,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba.

O proposito deste estudo foi avaliar, histologicamente, a influéncia do Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) no reparo osseo de defeitos de tamanho critico (DTC) criados cirurgicamente
em calvarias de ratos. 32 ratos foram divididos em 2 grupos: C (controle) e PRP (Plasma Rico
em Plaquetas). Um DTC de 8 mm de diametro foi criado na calvaria de cada animal. No
Grupo C, o defeito foi preenchido somente com codgulo sangiiineo. No Grupo PRP, o defeito
foi preenchido com Plasma Rico em Plaquetas. Cada grupo foi subdividido para eutandsia em
4 ou 12 semanas poOs-operatdrias (n=8). Foram realizadas analises histoldgica e histométrica.
A quantidade de osso neoformado foi calculada como uma proporg¢do da area total do defeito
original. Esses valores foram transformados em arcoseno para a analise estatistica (ANOVA,
Tukey, p < 0.05). Nenhum defeito reparou completamente com tecido 6sseo. O Grupo PRP
apresentou significativamente mais neoformacao 6ssea que o Grupo C, tanto em 4 semanas
(17,68% e 7,20%, respectivamente) como em 12 semanas (24,69% e 11,65%,
respectivamente) pos-operatdrias. Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o
PRP aumentou significativamente o reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico em calvarias
de ratos.

Palavras-chave: Regeneracao 6ssea; substancias de crescimento; plaquetas.



Abstract

MESSORA, M. R. Bone healing in critical-size-defects treated with Platelet Rich
Plasma. A histologic and histometric study in rat calvaria. 2005. 144 p. Dissertation (Master

in Periodontics) — Dental School of Aragatuba, Sao Paulo State University, Aracatuba.

The purpose of this study was to histologically analyze the influence of Platelet Rich Plasma
(PRP) on bone healing in surgically created critical-size-defects (CSD) in rat calvaria. 32 rats
were divided into 2 groups: C (control) and PRP (Platelet Rich Plasma). An 8 mm diameter
CSD was created in the calvarium of each animal. In Group C the defect was filled by blood
clot only. In Group PRP it was filled with Platelet Rich Plasma. Both groups were divided
into subgroups (n=8) and euthanized at either 4 or 12 weeks post-operative. Histometric,
using image analysis software, and histologic analyses were performed. Amount of new bone
was calculated as percentage of total area of original defect. Percentage data were transformed
into arccosine for statistical analysis (ANOVA, Tukey, p < 0.05). No defect completely
regenerated with bone. Group PRP had a statistically greater amount of bone formation than
Group C at both 4 (17.68% and 7.20%, respectively) and 12 weeks (24.69% and 11.65%,
respectively) post-operative. Within the limits of this study, it can be concluded that PRP
significantly enhanced bone healing in critical-size-defects in rat calvaria.

Key words: Bone regeneration; growth substances; blood platelets.
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Resumo

Objetivo: O proposito deste estudo foi avaliar, histologicamente, a influéncia do Plasma Rico
em Plaquetas (PRP) no reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico (DTC) criados
cirurgicamente em calvarias de ratos. Material ¢ Método: 32 ratos foram divididos em 2
grupos: C (controle) e PRP (Plasma Rico em Plaquetas). Um DTC de 8 mm de didmetro foi
criado na calvaria de cada animal. No Grupo C, o defeito foi preenchido somente com
coagulo sangiiineo. No Grupo PRP, o defeito foi preenchido com Plasma Rico em Plaquetas.
Cada grupo foi subdividido para eutanéasia em 4 ou 12 semanas pds-operatorias (n=8). Foram
realizadas analises histologica e histométrica. A quantidade de osso neoformado foi calculada
como uma propor¢ao da area total do defeito original. Esses valores foram transformados em
arcoseno para a andlise estatistica (ANOVA, Tukey, p < 0.05). Resultados: Nenhum defeito
reparou completamente com tecido 6sseo. O Grupo PRP apresentou significativamente mais
neoformacao 6ssea que o Grupo C, tanto em 4 semanas (17,68% e 7,20%, respectivamente)
como em 12 semanas (24,69% e 11,65%, respectivamente) pos-operatorias. Conclusio:
Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o PRP aumentou significativamente o

reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico em calvérias de ratos.
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Introducéo

M¢étodos de reconstrugdo Ossea sdo pré-requisitos essenciais para a reabilitacao
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).

Em 1998, Marx et al. propuseram o uso local do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) para
acelerar a maturagdo de enxertos dsseos autdgenos. Segundo este autores, 0s enxertos 0sseos
autogenos com PRP repararam mais rapidamente e apresentaram maior densidade 6ssea 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 apos a degranulacao 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-p)
(Whitman et al. 1997; Marx et al. 1998). Estudos in-vivo e in-vitro da agao isolada destes
fatores concluiram que os mesmos sao potenciais agentes terapéuticos para acelerar o reparo
de defeitos 0sseos (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 atroficas
(Robiony et al. 2002) ou tratamento de defeitos periodontais (Camargo et al. 2002; Lekovic et
al. 2002) tém apresentado resultados controversos em relagdo a formagao e maturagao ésseas.

Resultados controversos também tém sido obtidos em estudos animais. O PRP tem

sido avaliado como meio de acelerar a osseointegracao de implantes de titdnio (Zechner et al.
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2003), em levantamento de seio maxilar combinado com hidroxiapatita bovina (Furst et al.
2003) ou com osso autdogeno (Jakse et al. 2003), em tratamento de defeitos mandibulares
associado ao osso autégeno (Fennis et al. 2004; Choi et al. 2004) e no tratamento de defeitos
craniais combinado com osso autdégeno (Aghaloo et al. 2002), osso bovino (Aghaloo et al.
2004) ou enxertos alogenos (Aghaloo et al. 2005).

Portanto, varios estudos foram realizados para avaliar a associagdo do PRP com
enxertos ou materiais aloplésticos. Contudo, como esses enxertos € materiais sdo geralmente
osteocondutores, eles poderiam, potencialmente, obscurecer os efeitos osteocondutores
genuinos do PRP (Pryor et al. 2005). Assim, a realiza¢ao de novos estudos ¢ fundamental para
avaliar os reais beneficios do uso isolado do PRP na reconstrugdo dos tecidos duros e moles
(Wiltfang et al. 2003).

Poucos estudos foram realizados para avaliar a agdo isolada do PRP no reparo 6sseo.
Defeitos 6sseos tratados apenas com PRP em fémur (Dallari et al. 2005) ou cranio (Aghaloo
et al. 2005) de coelhos e mandibulas de caes (Yamada et al. 2004) ndo 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 6sseo de cavidades
alveolares tratadas apenas com PRP. Ao analisar alguns desses estudos, verifica-se que a falta
de analise histométrica do novo osso formado (Anitua 1999; Sammartino et al. 2005), a ndo
utiliza¢do de defeitos de tamanho critico (Anitua 1999; Sammartino et al. 2005; Aghaloo et al.
2005) e a auséncia de analise histologica 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.

O proposito deste estudo foi avaliar, histologicamente, a influéncia do PRP no reparo

0sseo de defeitos de tamanho critico criados cirurgicamente em calvarias de ratos.
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Material e métodos

Modelo experimental

Foram utilizados 32 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com idade
entre 5 ¢ 6 meses, pesando entre 450 ¢ 500 g (Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP, Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba-
SP). Os animais foram mantidos em ambiente com ciclo de 12 horas de luz por dia e
temperatura entre 22 ¢ 24° C. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica
na Experimentacdo Animal da UNESP — Campus de Aragatuba. Durante todo o experimento,
os animais consumiram racdo solida selecionada ¢ agua ad libitum. Eles foram aleatoriamente
divididos em 2 grupos experimentais: Grupo C (Controle) e Grupo PRP (Plasma Rico em

Plaquetas).

Procedimento cirurgico

Para realizacdo de todos os procedimentos experimentais, os ratos foram anestesiados
por injecao intramuscular de xilazina (6 mg/kg) e quetamina (70 mg/kg). Apos tricotomia e
anti-sepsia da parte dorsal do cranio de cada animal, foi feita uma incisdo semi-lunar na
calvaria e um retalho de espessura total foi rebatido em dire¢do posterior. Um defeito de
tamanho critico (DTC) de 8 mm de didmetro foi criado com uma trefina acoplada em uma
peca de mao de baixa rotacdo, sob irrigacdo abundante com solucdo salina estéril. O defeito
incluiu uma porcdo da sutura sagital. Com auxilio de um guia cirirgico previamente
confeccionado, uma marca¢do no formato de “L” foi feita 2 mm anterior ¢ outra 2 mm
posterior as margens do defeito cirtirgico. O maior eixo de cada “L” localizou-se sobre uma
linha imaginaria longitudinal cranio-caudal que dividia o defeito cirurgico ao meio. As

marcagoes foram feitas com uma broca carbide tronco-conica sob irrigacdo continua com
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solucdo salina estéril e, posteriormente, preenchidas com amadlgama (Figura 1). Estas
marcagoes foram uteis para a identificacdo do meio do defeito cirargico original durante o
processamento laboratorial e, também, para localizar as suas margens 6sseas originais durante
a analise histométrica.

No Grupo C, o defeito cirurgico foi preenchido somente com coagulo sangiiineo. No
Grupo PRP, ele foi preenchido com 0,35 ml de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e coberto
com 0,35 ml de Plasma Pobre em Plaquetas (PPP).

Os tecidos moles foram, entdo, reposicionados e suturados para se obter um
fechamento primario da ferida. Cada animal recebeu uma injecdo intra-muscular de 24.000
unidades de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico* Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge®™

Saude Animal Ltda., Campinas, SP).

Preparo do PRP

Antes da realizagdo dos defeitos cirurgicos, os animais do grupo PRP foram
submetidos a canulagdo da veia jugular, através de uma adaptagdo da técnica de Harms &
Ojeda (1974). Usando uma seringa descartavel de 5 ml, contendo 0,35 ml de citrato de sédio a
10%, foram coletados 3,15 ml de sangue de cada animal. O sangue retirado foi armazenado
em tubos a vacuo (Vacuum 11®, Vitfend Corporation Industria e Comércio Ltda., Itupeva, SP,
Brasil) de 5 ml, com paredes siliconizadas. A mesma quantidade retirada de sangue de cada
animal foi imediatamente reposta através de injecdo de solucdo salina estéril. A canula
introduzida na veia jugular foi entdo retirada e um hemostatico aplicado no local. Os tecidos
foram reposicionados e suturados.

O preparo do PRP foi feito de acordo com uma adaptacao do protocolo de Sonnleitner
et al. (2000), utilizando-se uma centrifuga laboratorial refrigerada (Beckman J-6M Induction

Drive Centrifuge, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EUA) e uma capela de fluxo
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laminar (Cabina de Fluxo Laminar Vertical Veco®, Veco do Brasil Industria e Comércio de
Equipamentos Ltda., Campinas, SP, Brasil) para a manipulacdo das amostras bioldgicas. O
sangue coletado foi, inicialmente, centrifugado a 160 G por 20 minutos, a temperatura
ambiente (22° C). Foram entdo observadas uma fra¢do inferior vermelha (componente de
células vermelhas) e uma fracdo superior amarelada (componente seroso). Um ponto foi
marcado 1,4 mm abaixo da linha que divide as duas fra¢des, sendo todo o contetido acima
deste ponto pipetado e transferido para outro tubo a vacuo de 5 ml, no qual havia uma
marcagdo correspondente ao volume de 0,35 ml a partir do fundo do tubo. A amostra foi entdo
submetida a uma nova centrifugacio a 400 G por 15 minutos, resultando em dois
componentes, um localizado acima da marcacdo existente no tubo (Plasma Pobre em
Plaquetas — PPP) ¢ outro abaixo da mesma (Plasma Rico em Plaquetas - PRP). Quantidades
iguais de PRP e PPP (0,35 ml) foram pipetadas e transferidas para potes dappen estéreis
distintos, sendo ativadas com uma solugdo de cloreto de calcio a 10% (Calcium Chloride 10%
Solution, Sciencelab.com Inc., Houston, TX, EUA), na propor¢ao de 0,05 ml para cada 1 ml
de PRP ou PPP, no momento da aplicagdo clinica. Ambos apresentaram-se com consisténcia
gelatinosa aproximadamente 1,5 minutos apds a ativacdo e foram imediatamente utilizados

nos defeitos cirurgicos.

Contagem de plaquetas

As plaquetas presentes no sangue periférico do animais e nas amostras de PRP foram
contadas manualmente em camara de Neubauer, utilizando um microscopio optico binocular
com a objetiva de 40x. Para realizagdo deste método, cada amostra de sangue foi separada,
diluida e homogeneizada em Liquido de Brecher. Além disso, foram feitos esfregacos das
amostras de sangue periférico e de PRP, corados com “Panotico Rapido LB (LaborClin,

Pinhais, PR, Brasil).
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Processamento tecidual

Cada grupo de animais foi subdividido em dois para a realizagdo da eutanasia em 4 ou
12 semanas pos-operatorias. A area do defeito cirurgico original e os tecidos circunjacentes
foram removidos em bloco. As pecas foram fixadas em solugdo de formol neutro a 10%,
lavadas em agua corrente e descalcificadas em solugdo de Acido Etilenodiaminotetracético
(EDTA) a 18%. Apos descalcificacdo inicial, cada pega foi dividida longitudinalmente em
dois blocos, exatamente ao longo do centro do defeito cirurgico original, usando-se os
maiores eixos de cada marcacdo de amalgama em formato de “L” como referéncia. Foram
realizados, também, cortes transversais que tangenciaram o eixo menor de ambas as
marcagdes em “L”, de modo que cada espécime apresentou-se com 12 mm de extensdao no
sentido longitudinal. Assim, tornou-se possivel a determinagdo precisa dos limites do defeito
cirirgico original para realizagdo da andlise histométrica (Figura 2). Ap6s um periodo de
descalcificagao adicional, as pecas foram processadas e incluidas em parafina. Foram
realizados cortes seriados longitudinais, com 6 um de espessura, iniciados a partir do centro
do defeito cirargico original. Os cortes foram corados pelas técnicas de Hematoxilina e

Eosina (H.E.) ou Tricromico de Masson para analises com microscopia de luz.

Andlise histomorfométrica

Foram selecionados 4 cortes histologicos, representando o centro do defeito cirurgico
original, para as andlises histoldgica e histomorfométrica. As imagens dos cortes histologicos
foram capturadas por meio de uma camera digital acoplada a um microscépio optico, com um
aumento de 32x e salvas em um computador. Como ndo foi possivel capturar o defeito inteiro
em uma mesma imagem devido ao aumento usado, foram unidas 3 imagens digitais para

formar um quadro Unico que compreendia toda a extensao do defeito e as suas margens dsseas
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originais. A analise histomorfométrica foi realizada com o auxilio do software “ImagelLab
2000” (Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).

Os seguintes critérios foram usados para padronizar a analise histomorfométrica das imagens
digitalizadas:

1) A Area Total (AT) a ser analisada correspondeu a area total do defeito cirirgico
original. Esta area foi determinada, primeiramente, pela identificagdo das superficies
externa ¢ interna da calvaria original nas margens direita e esquerda do defeito
cirargico. Estas superficies foram conectadas com linhas desenhadas seguindo suas
respectivas curvaturas. Foram entdo medidos, a partir de ambas as extremidades do
espécime, 2 mm em direcdo ao centro do defeito para estabelecer os limites do defeito
cirargico original (Figura 3).

2) A Area de Osso Neoformado (AON) foi delineada dentro dos limites da AT (Figura 3).

3) A AT foi medida em mm® e considerada 100% da 4rea a ser analisada. A AON
também foi medida em mm” e calculada como uma porcentagem da AT, de acordo
com a seguinte formula proposta no estudo de Nagata et al. (2003): AON (mm?) / AT

(mm?) x 100.

Andlise estatistica

Os valores de AON de cada animal foram representados pela porcentagem média dos
4 cortes histologicos. A significancia das diferengas entre os grupos em relagdo a AON foi
determinada pela analise de variancia, com os dados porcentuais transformados em arcoseno,
seguida por um Teste de Tukey post hoc quando a analise de variancia sugeriu uma diferenga
significativa entre os grupos. Tanto a relacdo entre a quantidade de plaquetas do PRP ¢ a

AON como a relagao entre a quantidade de plaquetas do PRP e a do sangue periférico foram
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analisadas pelo Teste de Correlacdo de Pearson. Para todos os testes, o nivel de 5% de

significancia foi adotado.

FIGURA 1 - Defeito de tamanho critico (DTC) e marcagdes com amdlgama criados na
calvéria.
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FIGURA 2 - (A) Corte longitudinal ao longo da linha central do defeito cirurgico indicado
em azul; (B) Cortes transversais indicados em verde; (C) Espécime
histoldégico pronto para ser incluido em parafina.
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FIGURA 3 - Imagem capturada de um corte histolégico. A Area Total (AT) é delineada
pela linha vermelha e corresponde a area da calvaria onde o defeito cirargico
foi originalmente criado. A altura da Area Total (X) corresponde & espessura
do osso original da calota (Y). A Area de Osso Neoformado (AON) esta
delineada pelas linhas azuis.

Resultados

Acompanhamento clinico
Os animais toleraram bem o procedimento cirurgico e mantiveram-se saudaveis

durante todo o periodo experimental. O pds-operatorio transcorreu sem complicagdes.

Estudo da contagem de plaquetas

Esfregacos de amostras de PRP exibiram maior quantidade de plaquetas do que
esfregacos de amostras do sangue periférico (Figura 4). Este achado foi confirmado pela
contagem, em camara de Neubauer, de plaquetas do sangue periférico e das amostras de PRP
de cada animal. A quantidade média de plaquetas presentes nas amostras de sangue periférico

dos animais foi 676,06 + 157,37 x 10° plaquetas/pl, enquanto que as amostras de PRP

apresentaram a média de 2644,06 + 1084,85 x 10° plaquetas/ul (Figura 5). Portanto, a
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quantidade média de plaquetas nas amostras de PRP foi aproximadamente 3,9 vezes maior

que aquela observada nas amostras de sangue periférico.

Analise histologica qualitativa
Grupo C (controle)

Em 4 semanas pds-operatorias, praticamente toda a extensdo do defeito cirirgico
estava ocupada por tecido conjuntivo com feixes de fibras colagenas orientadas paralelamente
a superficie da ferida. Observou-se, junto as margens do defeito cirtirgico, pequena
quantidade de tecido 6sseo neoformado (Figura 6), exibindo pequeno numero de osteoblastos
em suas bordas. O nimero de fibroblastos era moderado em todos os espécimes.

Em 12 semanas pds-operatorias, alguns espécimes apresentaram tecido 4sseo
neoformado ocupando maior espago do defeito cirirgico quando comparados aos espécimes
de 4 semanas. Outros, no entanto, apresentaram as mesmas caracteristicas observadas nos
espécimes de 4 semanas pos-operatorias (Figura 7). O tecido conjuntivo, sem diferenciagao

Ossea, exibia moderado numero de fibroblastos e muitos feixes de fibras colagenas.

Grupo PRP (Plasma Rico em Plaquetas)

Em 4 semanas pds-operatorias, a maioria dos espécimes apresentou maior quantidade
de tecido 6sseo neoformado junto as margens do defeito cirirgico quando comparados aos
espécimes do Grupo C, no mesmo tempo de andlise (Figura 8). O tecido 6sseo neoformado
exibia pequeno numero de osteoblastos em suas bordas. O tecido conjuntivo, sem
diferenciagdo Oéssea, apresentava numerosos feixes de fibras coldgenas dispostas
paralelamente a superficie da ferida, mais organizadas e com maior espessura que aquelas
observadas nos espécimes do Grupo C (Figura 9). Observou-se moderado numero de

fibroblastos.
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Em 12 semanas pos-operatorias, todos os espécimes apresentavam tecido dsseo
neoformado, com um pequeno nimero de osteoblastos em suas bordas, ocupando uma maior
area do defeito cirurgico quando comparados com os espécimes de 4 semanas do mesmo
grupo. Em trés espécimes, o tecido 6sseo neoformado estendia-se por quase todo o defeito
cirargico, mostrando-se mais delgado que o osso original da calota (Figura 10). O tecido
conjuntivo apresentava um moderado niimero de fibroblastos, mantendo caracteristicas

similares aquelas observadas nos espécimes de 4 semanas do mesmo grupo.

Andlises histométrica e estatistica

A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram comprovadas.
As médias e os desvios-padrao de AON para os Grupos C ¢ PRP de 4 ¢ 12 semanas pds-
operatodrias, assim como os resultados da comparagdo entre os grupos, estdo apresentados na
Tabela 1 e na Figura 11. Nao foram observadas correlagdes estatisticamente significativas
tanto entre a quantidade de plaquetas presentes nas amostras de sangue periférico e de PRP (r
=0.36, p=0,167), como entre a quantidade de plaquetas nas amostras de PRP e a AON (r =

0.21, p=0,441).
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FIGURA 4 -  Esfregago de amostra de PRP (A) mostrando maior nimero de plaquetas
(setas) que o esfregago de amostra de sangue periférico (B). Panotico.
Aumento 1000x. PRP = Plasma Rico em Plaquetas.
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FIGURA 5 - Quantidade média de plaquetas/ul presentes nas amostras de PRP e de
sangue periférico. PRP = Plasma Rico em Plaquetas.
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FIGURA 6 — Grupo C. 4 semanas pos-operatorias. (A) Visdo panoramica do defeito
cirargico. As setas indicam as margens do defeito cirirgico original. H.E.
Original 25x. (B) Maior aumento (63x) do quadrado visto em A: pequena
quantidade de tecido 6sseo neoformado junto as margens do defeito cirurgico.
H.E. C = Controle

FIGURA 7—  Grupo C. 12 semanas pds-operatorias. Visao panoramica do defeito cirurgico.
Praticamente toda a extensdo do defeito apresenta-se ocupada por tecido
conjuntivo fibroso. As setas indicam as margens do defeito cirirgico original.
H.E. Original 25x. C = Controle.
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FIGURA 8 -

Grupo PRP. 4 semanas pds-operatorias. (A) Visdo panoramica do defeito
cirargico. As setas indicam as margens do defeito cirurgico original. H.E.
Original 25x. (B) Maior aumento (63x) do quadrado visto em A: tecido 6sseo
neoformado estendendo-se em dire¢do ao centro do defeito cirargico. H.E.
Original 63x. PRP = Plasma Rico em Plaquetas.

FIGURA 9 —

Tecido conjuntivo sem diferenciagdo 6ssea nos espécimes do Grupo PRP (A)
apresentando feixes de fibras coldgenas mais organizadas e espessas que
aquelas observadas nos espécimes do Grupo C (B). 4 semanas poOs-
operatorias. H.E. Original 160x. PRP = Plasma Rico em Plaquetas; C =
Controle.
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FIGURA 10— Grupo PRP. 12 semanas pds-operatérias. Visdo panoramica do defeito
cirargico. A maior parte do defeito apresenta-se com tecido Osseo
neoformado, que se mostra mais delgado que o osso original da calota. As
setas indicam as margens do defeito cirargico original. H.E. Original 25x.
PRP = Plasma Rico em Plaquetas.

Tabela 1 —  Porcentagem média da Area de Osso Neoformado (AON) dentro da area do
defeito cirurgicamente criado, com comparacdo entre os grupos. 4 e 12
semanas pos-operatorias.

Grupo n Médiasde AON (%) Desvio-Padrdao Médiasde AON (%) Desvio-Padréo
4 semanas 4 semanas 12 semanas 12 semanas
Controle 8 7,20a +2,75 11,65¢c +6,10
PRP 8 17,68b +4,50 24,69d +5,83

*Letras diferentes indicam que ha diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05)

Area de Osso Neoformado (%)

4 semanas 12 semanas

FIGURA 11 — Médias (%) e desvios-padrio da Area de Osso Neoformado (AON) para os
Grupos C e PRP. 4 e 12 semanas pds-operatorias. C = Controle; PRP =
Plasma Rico em Plaquetas.
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Discussao

O PRP atua acelerando o processo de regeneracao dos tecidos através da liberagdo dos
fatores de crescimento contidos nos granulos a das plaquetas (Marx et al. 1998). Portanto,
alteragdes qualitativas e/ou quantitativas nas plaquetas podem, potencialmente, afetar a
capacidade regenerativa do PRP. Assim, varios fatores fundamentais devem ser considerados
na metodologia de obtencdo do PRP para que se possa garantir a sua qualidade e,
conseqiientemente, seu efeito bioldgico. A necessidade de estudos com metodologias
padronizadas para analisar as potencialidades do PRP foi enfatizada por Grageda et al. (2004)
e Marx (2004).

O presente estudo foi planejado levando-se em consideragdo a quantidade e a
qualidade de plaquetas nas amostras de PRP. Em relagdo a quantidade de plaquetas, o
protocolo de dupla centrifugacdo utilizado neste estudo, conforme recomendado por Marx
(2001), permitiu um aumento percentual médio de aproximadamente 390% na quantidade de
plaquetas do PRP quando comparada com aquela do sangue periférico. De acordo com Marx
(2004), um PRP com esta concentragdo de plaquetas seria definido como um “PRP
terapéutico”, capaz de favorecer a regeneragao de tecidos duros e moles. Estudos em animais
demonstraram que o uso de amostras de “PRP terapéutico” acelerou o reparo dsseo (Kim et
al. 2002; Weibrich et al. 2004). Em relagdo a qualidade das plaquetas, alguns fatores
fundamentais foram considerados no presente estudo para assegurar a integridade das mesmas
nas amostras de PRP, tais como a escolha do anticoagulante e do coagulante, a sele¢do da
forca de rotacdo e do numero de centrifugacdes e o tempo decorrente entre a ativagdo da
amostra e seu uso clinico. A importancia desses fatores tem sido enfatizada em varios estudos
(Efeoglu et al. 2004; Dugrilon et al. 2002; Marx et al. 1998). Segundo Marx (2004), qualquer

dano as plaquetas durante o processamento do PRP fard com que as mesmas secretem fatores
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de crescimento que ndo se encontram em um estado bioativo, o que pode resultar em efeitos
clinicos desfavoraveis.

Outro fator importante no planejamento de um estudo para avaliar os efeitos
bioldgicos do uso do PRP ¢ a selecdo de um modelo experimental apropriado. Segundo Marx
(2004), alguns estudos avaliaram amostras de PRP homoégeno e, portanto, as respostas
bioldgicas observadas podem ter sido influenciadas pela ocorréncia de reagdes imunologicas.
No presente estudo, esta variavel foi excluida pelo uso de uma metodologia que permitiu a
obtencdo de amostras de PRP autogeno, apesar do rato ser um animal de pequeno porte e
reduzido volume de sangue. Entre as vantagens apresentadas por esse animal como modelo
experimental, destacam-se o baixo custo e a possibilidade de sua utilizagdo em grande
quantidade (Schmitz & Hollinger 1986).

Neste estudo, a influéncia do PRP no reparo 6sseo foi avaliada em defeitos
considerados de tamanho critico. A pequena ¢ limitada formagdo 6ssea nos espécimes do
Grupo C, em ambos os periodos de andlise (Tabela 1), confirmou a natureza critica dos
defeitos de 8 mm de didmetro criados cirurgicamente em calvarias de ratos (Takagi & Urist
1982). Este tipo de defeito ¢ considerado como ideal para se avaliar a influéncia de um
determinado material no reparo 6sseo. Somente com a utilizagdo de um material osteogénico,
osteocondutivo ou osteoindutor é possivel obter um reparo 6sseo completo deste tipo de
defeito (Bosch et al. 1998).

No presente estudo, uma quantidade significativamente maior de neoformagdo éssea
foi observada no Grupo PRP quando comparado ao Grupo C, em ambos os periodos de
analise (Tabela 1). Considerando que este estudo avaliou a acdo isolada do PRP no reparo
6sseo, que cuidados foram tomados em relagdo a quantidade e qualidade das plaquetas
concentradas e que defeitos de tamanho critico foram usados, pode-se concluir que o aumento

significativo da neoformacdo dssea observado no Grupo PRP foi devido as propriedades
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biologicas deste composto. Possivelmente, este aumento do reparo 6sseo ocorreu devido a
interagdo das células osteoprogenitoras presentes na dura-mater dos defeitos cirurgicos com
uma maior quantidade de fatores de crescimento provenientes do PRP (Marx 2001, 2004). Na
calvaria, a dura-mater ¢ a principal fonte de células osteoprogenitoras (Wang & Glimcher
1999). Assim, a preservacdo da sua integridade durante a criacdo dos defeitos cirargicos teve
importancia fundamental nos resultados obtidos no presente estudo. Além de fatores de
crescimento, ¢ preciso ressaltar que o PRP contém fibrina, fibronectina e vitronectina. Estas
proteinas sdo capazes de favorecer a adesdo celular e atuam como uma matriz para a formagao
de osso (Marx 2004). A propria membrana plaquetaria por si s6 € capaz de promover a mitose
de alguns tipos de células que podem acelerar a regeneragao dos tecidos (Gruber et al. 2002).

Neste estudo, o PRP provavelmente guiou o reparo 6sseo dos defeitos cirurgicos
agindo como uma membrana bioldgica. Esta hipotese foi aventada por Lekovic et al. (2002)
em estudo clinico avaliando o tratamento de defeitos infra-6sseos com uma associacdo de
0sso bovino, PRP e Regeneragdo Tecidual Guiada (RTG) ou apenas com PRP e osso bovino.
Como a RTG nao proporcionou nenhum beneficio adicional ao resultado obtido apenas com
PRP e osso bovino, os autores sugeriram que o PRP deve ter agido como uma membrana
bioldgica, impedindo a migragdo de células epiteliais para dentro dos defeitos.

Os resultados do presente estudo corroboraram os obtidos em estudos prévios que
também demonstraram um melhor reparo 6sseo com o uso isolado do PRP quando comparado
a grupos controle (Zechner et al. 2003; Simon et al. 2004; Fontana et al. 2004). Contudo,
nenhum beneficio adicional do PRP no reparo 6sseo foi observado por Yamada et al. (2004)
quando avaliaram defeitos mandibulares preenchidos com coagulo sangiliineo ou com PRP,
em estudo realizado em cdes. Variagdes na concentra¢ao e no volume do PRP utilizado (Choi
et al. 2005), assim como a variagdo nos niveis de fatores de crescimento presentes no PRP

poderiam explicar esta controvérsia de resultados.
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Alguns estudos mostraram que ndo existe uma correlagdo precisa entre o nimero de
plaquetas e os niveis de fatores de crescimento (Weibrich et al. 2002, 2003). No presente
estudo, os niveis de fatores de crescimento ndo foram mensurados. Contudo, como existe uma
relacdo entre os niveis de fatores de crescimento presentes nas plaquetas e a quantidade de
neoformacdo dssea no reparo de um defeito (Marx et al. 1998), avaliou-se, neste estudo, a
existéncia ou nao de uma correlagcdo significativa entre a quantidade de plaquetas das
amostras de PRP ¢ a quantidade de osso neoformado nos defeitos cirurgicos. Como esta
correlacdo ndo foi demonstrada, pode-se inferir que os niveis de fatores de crescimento
realmente nem sempre se correlacionam com o nimero de plaquetas, corroborando os estudos
de Weibrich et al. (2002, 2003).

A quantidade exata de fatores de crescimento necessaria para um relevante efeito
bioldgico ainda nao foi determinada (Weibrich et al. 2003). Os numeros considerados
satisfatorios sdo baseados em estudos in-vitro ou aplicagoes de fatores isolados em modelos
animais (Pierce et al. 1989; Beck et al. 1991). Estes modelos, porém, ndo representam o que
de fato ocorre no PRP, ou seja, multiplos fatores agindo simultaneamente, com efeitos
sinérgicos uns sobres os outros. Neste contexto, novos estudos sdo necessarios para avaliar os
os niveis de fatores de crescimento presentes nas amostras de PRP e sua relagao com o reparo
0sseo.

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o PRP aumentou
significativamente o reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico criados cirurgicamente em

calvarias de ratos.
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1. A evolugao

Diante de uma injuria traumatica ou cirtrgica onde ocorre dano vascular, manifesta-se
um dos mais complexos mecanismos a favor da vida: a hemostasia. Trés grupos de fenomenos
fisiologicos compdem este evento: histovasculoplaquetarios, plasmaticos 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
diminui¢do da velocidade do fluxo do sangue e conseqiiente aumento de sua viscosidade, que
permitird a concentragao de leucocitos, hemacias e, principalmente, plaquetas no ambiente da
lesdao. Com a exposi¢ao do subendotélio e dos tecidos adjacentes, as plaquetas exercem sua
primeira fungdo: 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 plaquetério ou trombo branco (BERNE;
LEVY, 2000).

Entretanto, o trombo plaquetéario ¢ suficiente para promover a hemostasia apenas de
pequenos vasos. Caso o volume hemorrdgico seja maior, o organismo utilizara outros
fenomenos, chamados plasmaticos, ou simplesmente, coagulacio. E a fase da hemostasia em
que o organismo transforma o tecido sangiiineo liquido em gel e, a seguir, em sélido
(codgulo). As globulinas presentes no plasma e fabricadas pelo figado, medula 6ssea e outras

células sdo ativadas pela acdo de enzimas plasmadticas e proteinas ndo-enzimaticas ou,
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simplesmente, pelo contato com uma superficie diferente do endotélio vascular integro
(SANTOS; SANTOS, 2004).

Inicia-se, entdo, um conjunto de eventos biologicos de maneira seqiiencial,
perfeitamente ordenados. No local da injuria 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
conhecida). A acdo da trombina sobre o fibrinogénio o converte em fibrina, finalizando a
coagulacao do sangue (GUYTON; HALL, 2002; SANTOS; SANTOS, 2004).

Em seguida, as plaquetas, contidas dispersamente no coagulo formado, sofrem uma
transformagao metabdlica denominada metamorfose viscosa. S3o emitidos pseudopodes que,
em sua extensdo maxima, encontram outros com os quais se aderem, formando uma rede
celular plaquetaria. Nesse momento, ha producdo de uma proteina (tromboastenina) que,
liberando energia, promove a retracao dos pseuddpodes e do coagulo. Essa retracdo 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 codgulo sangiiineo, todos os
processos bioldgicos de regeneracdo ou reparagdo tecidual através da liberagdo de fatores de
crescimento contidos nas plaquetas (GUYTON; HALL, 2002). O mecanismo denominado de
“reparo” consiste em uma restauragdo tecidual sem que esta apresente as caracteristicas
biologicas das estruturas anteriormente existentes no local. Caso ocorra uma reconstrugao
similar aos tecidos anteriormente existentes e manutencdo das caracteristicas fisioldgicas
originais, acontecerda um processo de “regeneracdo” (THE AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 2001). Quando se trata do tecido 6sseo propriamente dito, a literatura

traz, em muitos estudos, estes dois termos como sinonimos, indicando a recuperacdo da
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integridade  tecidual original (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; HOLLINGER;
KLEINSCHMIDT, 1990; MCKINNEY; HOLLINGER, 1996; VIKJAER et al., 1997,
MALEKZADEH et al., 1998; BIDIC et al., 2003) Para evitar interpretacdes confusas ou
erroneas, o termo “reparo 6sseo” sera, portando, adotado ao longo desta revisdo.

O tecido 6sseo exibe um potencial de reparo surpreendente (VIKJAER et al., 1997).
Porém, esta capacidade apresenta limitagdes na auséncia de suprimento sangiiineo, em
situacdes de instabilidade mecanica e na presenca de defeitos extensos (SCHENK, 1994).
Defeitos 6sseos extensos provocados por traumas, infecgdes, neoplasias e anomalias de
desenvolvimento ndo s3o reparados espontaneamente, representando um problema atual na
medicina ¢ odontologia (ASCENCIO et al., 2004).

Basicamente, para que o processo de regeneragdo tecidual ocorra, é necessdria a
consolidacdo de uma triade composta por trés pilares: um arcabougo, 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
reconstrucao 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 regeneracgao tecidual.

Como ja mencionado, um dos principais objetivos da hemostasia ¢ formar fibrina. A
formagdo de fibrina e sua estabilizacdo representam o primeiro dos trés componentes citados
anteriormente, fundamental para que a regeneracao tecidual seja alcangada: um arcabougo. A
rede de fibrina do coagulo sangiiineo ¢ uma matriz fértil na qual populagdes celulares poderao
aderir-se e iniciar diversos eventos, tais como sintese de Acido Desoxirribonucléico (DNA),

quimiotaxia, citodiferenciacao e sintese de matriz extracelular (LYNCH et al., 1999).



Anexo A — Revisdo da Literatura 71

As propriedades da fibrina tém sido extensivamente estudadas desde 1909 (BHANOT;
ALEX, 2002). Selantes de fibrina foram primeiramente usados para estabelecer a hemostasia
no inicio do século. Em 1940, Young e¢ Medawar misturaram trombina bovina com
fibrinogénio do plasma para produzirem o primeiro adesivo bioldgico. Porém, o método de
isolamento usado nesta época nao permitiu uma concentracao de fibrinogénio suficientemente
alta. Somente com o progresso nas técnicas de fracionamento do plasma foi possivel produzir
altas concentragcdes de fibrinogénio. Os selantes de fibrina tornaram-se comercialmente
disponiveis na Europa apenas a partir de 1970 (SOFFER et al., 2003). Esses produtos,
também chamados “colas de fibrina” ou “adesivos teciduais de fibrina”, sdo derivados do
plasma humano e mimetizam os estagios finais da coagulacdo do sangue (YAMADA et al.,
2003). A cola de fibrina pode ser obtida a partir do sangue de varios doadores ou do sangue de
um unico doador. No caso de um unico doador, ela pode ser autégena ou aldogena. A
purificagdo dos compostos para inativagdo de possiveis virus envolve tratamentos que
utilizam um solvente quimico ou calor seco (SIERRA, 1993). A possibilidade de transmissao
de virus ¢ ainda um assunto de muito debate, tornando as formulag¢des autégenas mais
atrativas. No Estados Unidos, a “Food and Drug Administration” (FDA) ndo aprovou
qualquer preparado comercial obtido de varios doadores de sangue. Produtos derivados de um
unico doador (previamente submetido a varios testes para averiguar possiveis contaminagdes
virais) ou fontes autdgenas de fibrinogénio sdo mais comumente empregados (SIERRA,
1993).

O fibrinogénio ¢ isolado do sangue a partir de um processo de centrifugacio
combinado com crioprecipitacio ou precipitagdo por etanol, sulfato de amoénia e
polietilenoglicol. As solu¢des concentradas de fibrinogénio sdo, entdo, misturadas com
trombina, transformando-se em um adesivo de fibrina (SILVER et al., 1995). Estes produtos,

biodegradaveis e biocompativeis, sdo usados topicamente para se alcangar a hemostasia e
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selamento dos tecidos. Eles também sdo usados para acelerar o reparo de tecidos enxertados
ou injuriados, bem como para melhorar o fechamento da ferida juntamente com suturas. Sao
rotineiramente usados em cirurgia cardiovascular e toracica, neurocirurgia, cirurgia oftalmica,
cirurgia reconstrutiva e cirurgia buco-maxilo-facial (SILVER et al., 1995; SOFFER et al.,
2003; YUCEL et al., 2003).

A fibrina ndo é somente um hemostatico, ela estd intimamente ligada aos processos
regenerativos. Em se tratando de defeitos Osseos, a literatura mostra sua utilizagdo em estudos
clinicos (MARCHAC; RENIER, 1990; CORRENTE et al., 1997; HALLMAN et al., 2001) e
em animais (BOSCH et al., 1980; GRECO et al., 1988; ONO et al., 1988) como uma matriz
ou carreador para varios materiais de enxerto. Os resultados dessas associagdes mostraram
uma melhor condensacdo ¢ manuseio do material de enxerto no sitio receptor, bem como um
reparo mais favoravel.

Em 1994, Tayapongsak et al. demonstraram, na reconstru¢do de defeitos mandibulares
de 33 pacientes, uma incorporagdo ¢ remodelamento precoces de enxertos de osso medular
associados a um adesivo autdégeno de fibrina. Comparados com o grupo controle, no qual o
remodelamento radiografico dos enxertos empregados ocorreu somente apos 8 semanas, 0s
enxertos associados com fibrina foram incorporados em apenas 4 semanas pos-operatorias. A
melhora do reparo foi atribuida ao substrato formado pela adi¢do do selante de fibrina.
Segundo os autores, este substrato, composto por fibronectina, fibrina, fator XIII da
coagulacdo e trombina, funcionou como uma matriz para a migragdo de células
mesenquimais, acelerou a revascularizagdo, inibiu o crescimento de microrganismos e
favoreceu a quimiotaxia de fibroblastos e osteoblastos.

Os adesivos de fibrina reproduzem o ultimo passo da cascata da coagulacio,
independente dos mecanismos hemostaticos do individuo. Entretanto, ndo existe neste tipo de

“coagulo de fibrina” a participagdo de nenhum componente celular para sua formagdo e
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estabilizacdo. A auséncia de plaquetas neste tipo de “coagulo”, que sao um dos principais
constituintes do coagulo sangiliineo natural, parece explicar o motivo do fracasso de varios
estudos experimentais que tentaram mostrar uma maior neoformagdo 6ssea quando adesivos
de fibrina foram testados isoladamente em defeitos 6sseos (SOFFER et al., 2003). Além de
um arcabougo para que a regeneragao dos tecidos ocorra, ¢ necessaria também a presenca de
moléculas sinalizadoras. Sabe-se que as plaquetas sdo um reservatorio natural destas
moléculas, os chamados fatores de crescimento.

Em uma visdo ultra-estrutural, as plaquetas podem ser divididas em trés zonas: 1) zona
sol-gel, constituindo o sistema citoesquelético; 2) zona das organelas, composta pelos
elementos de depodsitos e os metabdlitos e 3) o sistema canalicular, responsavel pela
comunicagdo com o plasma e pela rota de liberagdo das organelas de depdsito (corpos densos
e granulos plaquetarios). Merecem especial atencdo os granulos o plaquetarios, que sdao os
verdadeiros responsaveis pela liberacdo dos fatores de crescimento quando ocorre a
granulacdo (quebra) plaquetaria (MARX; GARG, 1999).

Fatores de crescimento sdo proteinas que servem como agentes sinalizadores para as
células. Trés tipos de acdo sdo possiveis: (1) a autdcrina, 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 diferenciacdo 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 anatomico remoto (por exemplo, um fator de crescimento produzido

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

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 dsseos. Entre estes polipeptideos, pode-se citar a familia do Fator de
Crescimento Transformador-8 (TGF-B), 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-p sao liberados, principalmente, pelos
granulos o plaquetarios (LIEBERMAN et al., 2002).

Estudos em culturas de células mostraram um importante papel do PDGF no processo
de regeneracao tecidual. Dentre suas habilidades, sdo contundentes a capacidade de estimular
a quimiotaxia, promover a ativagdo celular e aumentar a proliferacdo de fibroblastos e
osteoblastos (LYNCH et al., 1987; MATSUDA et al., 1992). A administragdo 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 regeneragdo periodontal (PARK
et al., 1995).

O papel de TGF-B no reparo 6sseo foi estudado nos modelos experimentais que
envolvem injecdes 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 fungao
do TGF- parece ser a promog¢ao da quimiotaxia de precursores de osteoblastos e o controle

da diferenciacdo de osteoblastos in-vivo (DUCY et al., 2000). TGF-f também aumenta a
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proliferagdo de células mesenquimais indiferenciadas in-vitro e induz a formagdo éssea a
partir destas células in-vivo (CASSIEDE et al., 1996).

Posto que o PDGF e TGF-f podem agir de diversos modos no processo de cicatrizaciao
das feridas, pode-se pressupor que a combinagdo destes fatores de crescimento ¢ capaz de
resultar em um estimulo sinérgico de diferentes fun¢des metabodlicas (YAZAWA et al.,
2004b). Alguns estudos mostraram resultados satisfatorios apds o uso da combinacdo de
PDGF-BB e TGF-B1 (PFEILSCHIFTER et al., 1990; LIND, 1998). De fato, estes fatores
combinados podem realmente aumentar a vascularizagao dos tecidos, promover a proliferagao
de fibroblastos, elevar a taxa de coldgeno, acelerar a formagdo de tecido de granulagdo e
realcar a osteogénese (LOZADA et al., 2001).

Sem duvida, a aplicacdo clinica dos fatores do crescimento tem o potencial de
melhorar significativamente o tratamento dos defeitos 6sseos. Entretanto, a purificacdo destes
compostos ou a producdo dos mesmos através da tecnologia do DNA recombinante sdo
processos que envolvem elevados custos financeiros (MARLOVITS et al., 2004). Assim, 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 e morbidade.

Uma das estratégias propostas ¢ acelerar e otimizar os efeitos dos fatores de
crescimento contidos nas plaquetas (YAZAWA et al, 2004b). As plaquetas podem
proporcionar uma combinagdo simultanea de multiplos fatores de crescimento no
microambiente das células dsseas, trazendo beneficios que superam o uso isolado destes
polipeptideos (MARLOVITS et al., 2004).

Um aparente sucesso dos concentrados de plaquetas tem sido relatado nas areas de
otorrinolaringologia, oftamologia, cirurgia de cabeca e pescoco, neurocirurgia e cirurgia

cardiaca. Varios autores mostraram que a reinfusdo de concentrados de plaquetas autdégenos
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durante cirurgias cardiacas abertas reduziu a perda de sangue no trans e pds-operatorio, bem
como evitou a transfusdo de produtos homégenos (MISUMI et al., 1995; YAMAMOTO et al.,
1996). Saindo do campo dos beneficios hemostaticos ¢ passando para o lado regenerativo, o
gel de plaquetas tem sido utilizado, por exemplo, em cirurgias oftamolédgicas para fechamento
de buracos de macula (GAUDRIC et al., 1995; KOROBELNIK et al., 1996; MINIHAN et al.,
1997).

A partir desses conhecimentos, Whitman et al. (1997) propuseram uma modificacdo da
antiga cola de fibrina, que ja vinha sendo usada com resultados clinicos satisfatorios,
especialmente como um potencial carreador para materiais de enxerto no tratamento de
defeitos 0sseos maxilo-faciais. A cola de fibrina funcionava apenas como uma matriz para a
reconstrucdo tecidual. Assim, Whitman et al. (1997), buscando a exceléncia da regeneracdo e
observando as propriedades do coagulo natural, propuseram o uso de uma cola de fibrina
autdgena associada a fatores de crescimento, o denominado Plasma Rico em Plaquetas (PRP).

O PRP ¢ usado como uma tentativa de enriquecer o coadgulo 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 ¢ 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 regeneragao dos tecidos, ou seja, a
presenca de moléculas sinalizadoras.

Os fatores de crescimento presentes no PRP incluem os trés isomeros do Fator de
Crescimento Derivado das Plaquetas (PDGF-AA, PDGF-BB e PDGF-AB), dois dos
numerosos Fatores de Crescimento Transformadores-f (TGF-B1 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
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matriz para a formagao de osso, tecido conjuntivo e epitélio (MARX, 2004). A presenca de
leucdcitos em sua constituicdo também lhe confere uma resisténcia natural aos processos
infecciosos e/ou alérgicos (MARX; GARG, 1999).

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

do crescimento vascular (angiogénese) (MARX, 2001).
2. A tecnica

A técnica de obtengdo 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 é 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 cirargico, 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 aplicagdo (WHITMAN et al., 1997).
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Em cirurgia buco-maxilo-facial, Whitman et al. (1997) mostraram a utilizagao do PRP
associado a procedimentos ressectivos, reconstru¢do mandibular, reparo do processo alveolar
na presenca de fistulas, levantamento de seio maxilar e colocagdo de implantes
osseointegraveis. Melhor condensagdo e estabilizagdo do material de enxerto e um reparo
Osseo mais rapido sdo algumas das vantagens clinicas observadas com o uso do PRP.

Os reais beneficios do PRP no reparo ¢sseo puderam ser melhor evidenciados somente
com o trabalho de Marx et al. (1998). Estes autores estudaram, em 88 pacientes, a combinagao
de PRP e enxertos 0sseos medulares no tratamento de defeitos mandibulares continuos, com 5
a 6 cm, resultantes da remog¢ao de tumores benignos e malignos. Os resultados deste estudo
mostraram matura¢ao mais rapida dos enxertos com PRP (1,16 a 2,16 vezes), bem como uma
maior densidade 6ssea dos mesmos quando comparados aos enxertos sem PRP. A contagem
de plaquetas de todas as amostras de sangue mostrou um aumento de 338% de plaquetas no
PRP em relagdo ao sangue periférico dos pacientes. Com a utilizagdo de anticorpos
monoclonais, foi possivel identificar fatores de crescimento presentes no PRP,
especificamente PDGF e TGF-f, como também a presenca de receptores para estes fatores na
células dos enxertos.

A presenca de quantidades aumentadas de PDGF e TGF-p justifica, sem duvida, um
processo de maturagdo mais rapido do enxerto medular combinado com altas concentragdes
plaquetarias. O modo de acdo destes fatores de crescimento nos mecanismos de regeneracao
tecidual envolvendo enxertos ¢sseos foi descrito detalhadamente por Marx et al. (1998). Um
enxerto medular celular esponjoso, seja para um defeito da continuidade mandibular, uma
fenda alveolar ou uma cirurgia para levantamento de seio maxilar, é colocado em um espago
morto, preenchido com sangue coagulado. O espaco morto da ferida é hipoxico (pO, = 5-10
mm Hg), acidotico (pH = 4-6) e contém plaquetas, leucdcitos, células sangiiineas vermelhas e

fibrina em um complexo codgulo adjacente aos osteoblastos endosteais, ostedcitos e células
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mesenquimais medulares transferidos. Do lado externo ao periosteo que recobre o espago da
ferida, o tecido ¢ fisiologicamente normal, sendo normoxico (pO; = 45-55 mm Hg) e com pH
fisiologico (pH = 7.42). Além disso, contém uma populagdo muito pequena de células tronco,
capilares cortados com coagulos e células endoteliais expostas.

O reparo 6sseo comeca com a liberagdo de PDGF e TGF-f através da degranulacao
das plaquetas no enxerto. O PDGF estimula a mitogénese das células tronco-medulares e
osteoblastos endosteais transferidos com o enxerto. A mitose de células endoteliais também ¢
estimulada. O TGF-f, inicialmente, ativa a mitose de fibroblastos e pré-osteoblastos e
promove a diferenciacdo destes ultimos em osteoblastos maduros. A secrecdo continua de
TGF-p influencia os osteoblastos e fibroblastos a depositarem, respectivamente, matriz 6ssea
e colagena para suportar a invaginacdo de capilares. Estas atividades iniciam-se
imediatamente apos o fechamento da ferida. Por volta do terceiro dia, capilares podem ser
vistos penetrando no enxerto, sendo que aos 14 ou 17 dias, todo o enxerto encontra-se
permeado por capilares.

A vida média de uma plaqueta em uma ferida e o periodo de influéncia direta de seus
fatores de crescimento ¢ menor do que cinco dias. A atividade de reparo 6sseo €, entdo,
completada por outros dois mecanismos. O primeiro ¢ o aumento e diferenciacdo de células
tronco-medulares em osteoblastos, que também secretam TGF-B. O segundo e mais
dominante mecanismo parece ser a quimiotaxia e ativagdo de macréfagos que substituem as
plaquetas como fonte primaria de fatores de crescimento apds o terceiro dia. O macréfago é
atraido ao enxerto pelas agoes do PDGF e por um gradiente de oxigénio, maior do que 20 mm
Hg, entre o espago morto do enxerto e o tecido normal adjacente. De fato, a hipoxia inerente
ao enxerto, em torno de 5 a 10 mm Hg, estabelece um gradiente de oxigénio de 30 a 40 mm

Hg adjacente aos tecidos normoéxicos, os quais possuem 45 a 55 mm Hg.
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A medida que a influéncia do PDGF diminui, os fatores de crescimento angiogénicos e
fatores de crescimento derivados do macrofago o substituem. Estes fatores sdo idénticos ao
PDGF. A unica diferenga ¢ que eles sdo sintetizados por macrofagos e ndo por plaquetas.
Além dos macréfagos, é preciso considerar que as células tronco-medulares continuardo a
secretar TGF-P para estimular a formagdo 6ssea. Por volta de 4 semanas, a revascularizagao
completa do enxerto elimina o gradiente de oxigénio necessario para manter a atividade de
macrofagos. Assim, os macrofagos deixam a area, ndo sendo mais requeridos pelo enxerto
que se torna, entdo, um tecido imaturo, porém auto-sustentado.

A maturacdo total do enxerto envolve um terceiro e ultimo grupo de fatores de
crescimento, as BMPs. Assim que a matriz 6ssea ¢ formada e mineralizada pelos
osteoblastos, as BMPs sdo depositadas dentro desta matriz. As BMPs sdo, entdo, liberadas
pela reabsor¢do osteoclastica no processo de remodelagao do osso. As BMPs liberadas agem
sobre as células tronco adjacentes, promovendo o aumento e diferenciagdo das mesmas em
osteoblastos funcionais, capazes de secretarem, ativamente, matriz dssea. Dessa forma, o
enxerto progride para um osso funcional maduro, que se auto-mantém através de um ciclo
normal de remodelacdo e reabsorg¢ao.

Observando o processo de reparo 6sseo descrito acima, percebe-se que todo o processo
tem inicio, basicamente, com a forma¢do de um coagulo de fibrina, agregacao plaquetaria e
liberagdo do contetido dos granulos a plaquetérios. O sucesso da técnica de Marx et al. (1998)
consistiu, justamente, na utilizagdo aumentada de constituintes naturais do coagulo sangiiineo
(fibrina e plaquetas) a partir do PRP. A combinacdo de células especializadas transferidas
juntamente com os enxertos 0sseos, uma matriz de fibrina e potentes moléculas sinalizadoras,
principios fundamentais da Engenharia Tecidual, tornou possivel a reconstru¢ao dos tecidos

perdidos (MARX et al., 1998).
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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
regeneracdo tecidual de forma segura e barata. O interesse inicial concentrou-se, entdo, nas
formas de producao deste composto.

Segundo Whitman et al. (1997) e Marx et al. (1998), o PRP ¢ obtido através do
método de separacdo celular descontinua e¢ 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 producdo do PRP em pequenas quantidades, usando-se centrifugas de
bancada controladas eletronicamente, tornou-se uma técnica mais atrativa em fungdo do baixo
custo de producdo envolvido e da possibilidade de execucdo em ambiente ambulatorial e
consultorios dentarios (WEIBRICH et al., 2003).

Surgiram, portanto, diversos protocolos simplificados para producdo do PRP.
Diferentes velocidades e tempos de centrifugacdo 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 solucdo 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 dos 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, Iml do
plasma da parte superior de cada tubo (PPP) ¢é pipetado e separado. Este composto contém
apenas 15% das plaquetas do sangue total. Logo em seguida, o plasma remanescente dos

tubos de 5ml é coletado, incluindo 1 a 2 mm da por¢do superior de células vermelhas e
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armazenado em outro recipiente. Este ultimo corresponde ao PRP e contém altas
concentragdes 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
pungdo venosa e acondicionado em tubos a vacuo contendo citrato de sédio como
anticoagulante. Os tubos sdo primeiramente centrifugados a 160 G por 20 minutos, resultando
na divisdo do sangue em trés componentes basicos, conforme o protocolo de Anitua (1999).
Para maximizar a concentracdo 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
um outro tubo, sem anticoagulante, para uma segunda centrifugacdo a 400 G por 15 minutos.
Apos esta segunda centrifugacao, obtém-se o PRP.

Landesberg et al. (2000) também propuseram um protocolo de dupla centrifugagio,
semelhante ao protocolo de Sonnleitner et al. (2000). Entretanto, neste protocolo, os autores
recomendaram que tanto a primeira como a segunda centrifugacao 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
centrifugagdo selecionada, a quantidade e tipo de fatores de crescimento existentes € o
niumero de plaquetas presentes (EFEOGLU et al., 2004), dentre outros, passaram a ser

cuidadosamente observados nas investigacdes atuais como parametros determinantes da
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correlagdo existente entre a qualidade do concentrado de plaquetas e o efeito bioldgico
proporcionado.

O PRP atua acelerando o processo de regeneracdo tecidual através da degranulacao
dos granulos a das plaquetas, os quais contém fatores de crescimento . A secre¢do ativa destes
fatores ¢ iniciada 10 minutos apds a formacao do codgulo sangiiineo e mais de 95% deles sao
secretados na primeira hora apds a coagulacdo do sangue (MARX, 2004). Percebe-se,
portanto, que alteragcdes na quantidade de plaquetas podem resultar em maiores ou menores
concentragdes de fatores de crescimento que modulardo diretamente a reconstru¢do dos
tecidos perdidos (FREYMILLER; AGHALOO, 2004).

Dentro dos granulos a plaquetarios, os fatores de crescimento permanecem em um
estado incompleto. Assim que o processo de coagulagdo ¢ ativado, os fatores de crescimento
sdo secretados através da membrana celular. Neste processo, os granulos a fundem-se com a
membrana plaquetaria, através da qual os fatores de crescimento protéicos sdo completados,
mudando para um estado bioativo pela adicdo de carboidrados. Portanto, qualquer dano as
plaquetas durante o processamento do PRP fard com que as mesmas secretem fatores de
crescimento que ndo 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 proliferagdo de fibroblastos ¢ a produgdo 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/ul, considerando que os seres humanos apresentam cerca de 200.000 £
75.000 plaquetas/ul no sangue periférico. Estudos em animais demonstraram, também, que

esta concentracdo de plaquetas € capaz de acelerar o reparo 6sseo. Kim et al. (2002a) e
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Weibrich et al. (2004) confirmaram que esta dose de plaquetas/ul no PRP demonstrou-se
eficaz na aceleracdo da formacao 6ssea 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 formacdo 6ssea ao redor
de implantes de titanio inseridos em fémur de coelhos. De modo inverso, o grupo que recebeu
o PRP com concentra¢des plaquetarias menores que 1.000.000 de plaquetas/ul ndo exibiu
nenhuma vantagem, em termos de aceleracdo da formagdo Ossea, sobre o grupo controle.
Concentra¢des maiores de plaquetas (1.845.000 a 3.200.00 plaquetas/pl) foram capazes de,
inclusive, inibir a formagao dssea.

Uma investigagdo dos protocolos de obtencdo do PRP disponiveis na literatura
mostrou que nem todas as técnicas garantem adequadas concentragdes plaquetarias (MARX,
2004). Os protocolos de Anitua (1999) e Landesberg et al. (2000) revelaram aumentos nas
concentragdes 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 tnica centrifugacdo do sangue no processo de preparagao do
PRP. De acordo com Marx (2001), para que se possa verdadeiramente concentrar plaquetas
do sangue autégeno, o protocolo selecionado deve utilizar dupla centrifuga¢do. A primeira
centrifugagcdo (chamada também de centrifugacdo pesada) separard a maioria das células
vermelhas do plasma, o qual contém plaquetas, leucocitos e fatores da coagulacdo. A segunda
centrifugagdo (chamada de centrifugacdo leve) refina a amostra, separando as plaquetas do
plasma, juntamente com leucocitos ¢ uma pequena quantidade de células vermelhas. Esta
segunda centrifugagdo, livre do grande niumero 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 tnica centrifugagdo nao produzem PRP, mas sim uma mistura de PPP e

PRP que tem revelado baixas concentragdes plaquetarias.
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Nao s6 o numero de centrifugacdes ¢ importante no preparo do PRP, mas também a
forca de rotagdo selecionada. No protocolo de Landesberg et al. (2000), recomenda-se a
utilizagdo de centrifugacdes a 200 G por 10 minutos, o que proporcionou um aumento médio
na concentracdo de plaquetas de 205.7% =+ 22.2. Efeoglu et al. (2004) fizeram uma
modificacdo deste protocolo, alterando as forgas de rotacdo e tempo de preparo das amostras
de sangue em coelhos. Com uma centrifugagao inicial do sangue a 300 G por 10 minutos e
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 forgas 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
centrifugagdo, comprometendo a eficiéncia terapéutica do PRP (DUGRILLON et al., 2002).

Dugrillon et al. (2002) mostraram em seu estudo que, embora a concentragdo de
plaquetas tenha aumentado proporcionalmente quando forcas de 400 G e¢ 1200 G foram
utilizadas, a quantidade de TGF-B1 ndo aumentou ap6s centrifugacdes maiores que 800 G. Os
autores concluiram que forgas superiores a esta promoveram a ativa¢ao das plaquetas, com
liberagdo e conseqiiente perda dos fatores de crescimento.

Partindo do principio de que um determinado numero 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
correlacdo entre a quantidade de plaquetas e de fatores de crescimento, bem como nenhuma

influéncia do sexo ¢ 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, nao ¢ 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 determinacdo dos niveis destes fatores ¢ fundamental para assegurar a
validade terapéutica do PRP antes de qualquer aplicacdo clinica (WEIBRICH et al., 2002a).
Entretanto, o alto custo dos testes envolvidos e o tempo necessario para este tipo de analise
sdo 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 ativagdo (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 apos centrifugacdo das plaquetas ativadas. Como vantagem deste
composto, os autores citaram a possibilidade de utilizar-se sangue alogénico, ja que ndo
existem membranas plaquetarias e, portanto, nenhum risco de reagdes imunoldgicas.
Ressaltaram, ainda, a vantagem de poder armazenar o PRGF apds o seu preparo,
possibilitando a realizagao 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 6ssea em relagdo 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 correlagdo 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.
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Entre os sistemas comercialmente disponiveis, encontra-se o SmartPreP® (Harvest
Technologies Inc, Plymouth, MA, USA), o Curasan PRP Kit® (Curasan, Kleinostheim,
Germany) e o Platelet Concentrate Collection System - PCCS® (3i Implant Innovations, Palm
Beach Gardens, FL, USA). Estes sistemas sdo acompanhados de dispositivos especiais de
coleta de sangue e alguns deles possuem, ainda, modelos especificos de centrifugas.

Marx (2004) relata que apenas os sistemas PCCS® e SmartPreP® sdo aprovados pelo
FDA. De acordo com os testes realizados por este autor, os aumentos médios nas
concentragdes de plaquetas obtidos com os sistemas PCCS® ¢ SmartPreP® foram de 324% e
404%, respectivamente. A quantidade de fatores de crescimento também mostrou-se em
niveis satisfatorios tanto para o PCCS® (PDGF-AB 103 + 27 ng/ml; TGF-p 144 + 31,1 ng/ml)
como para o SmartPreP® (PDGF-AB 133 # 29,2 ng/ml; TGF-p 170 + 42,3 ng/ml).

Em uma comparacio dos sistemas PCCS® e Curasan®, sangue foi coletado de
doadores saudaveis e o PRP foi preparado de acordo com as recomendagdes de cada sistema.
Concentracdes mais altas de plaquetas foram obtidas com o PCCS® (WEIBRICH et al.,
2002b; WEIBRICH; KEIS, 2002). Estes achados foram corroborados por Marx (2004) que
também mostrou menores aumentos nas concentragdes de plaquetas (139%) quando o método
Curasan® foi usado.

Com relagdo a quantidade de fatores de crescimento, nas investigagdes de Weibrich et
al. (2002b), a quantidade de fatores obtida com o método PCCS® (PDGF-AB 251.8 ng/ml;
TGF-B1 46.7 ng/ml) e com o método Curasan® (PDGF-AB 314.1 ng/ml; TGF-B1 79,7 ng/ml)
foram diferentes daquelas reportadas por Marx (2004). De maneira peculiar neste estudo de
Weibrich et al. (2002b), estas concentragdes pareceram, também, ter uma correlacdo com a
quantidade de plaquetas ou leucécitos obtidos com ambos os sistemas. A maior quantidade de
plaquetas no PRP (PCCS® 2.232.500 plaquetas/pl; Curasan® 1.140.500 plaquetas/pl) estava

correlacionada com um nivel mais alto de TGF-1, enquanto que maiores taxas de leucocitos
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(PCCS® 15.300 leucocitos/pl; Curasan® 33.150 leucdcitos/ul) tinham uma correlagio, apesar
de menor, com niveis mais altos de PDGF-AB. Isto sugere que diferentes fontes destes fatores
de crescimento (plaquetas, leucocitos e plasma) estdo presentes no PRP, sendo necessarios
estudos adicionais a este respeito.

A quantidade exata de fatores de crescimento necessaria para um relevante efeito
bioldgico ainda ndo foi determinada (WEIBRICH et al., 2003). Os nimeros considerados
satisfatorios sdo baseados em estudos in-vitro ou aplicagdes de fatores isolados em modelos
animais (MUSTOE et al., 1987; PIERCE et al., 1989; BECK et al., 1991). Estes modelos,
porém, ndo representam o que de fato ocorre no PRP, ou seja, multiplos fatores agindo
simultaneamente, com efeitos sinérgicos uns sobres os outros. Lynch et al. (1989) aplicaram
PDGF, TGF-B e TGF-a, Fator de Crescimento Endotelial (EGF), FGF e IGF-I em vérias
combinagdes para determinar os efeitos destes fatores na cicatrizacdo de feridas em pele de
porcos. O efeito sinérgico de PDGF (500 ng) e IGF-I (250 ng) foi 6timo na taxa de 2:1 e
superior a aplicacdo de PDGF (500 ng) ou TGF-B1 (250 ng) isolados. Portanto, doses
menores de alguns fatores no PRP podem resultar nos mesmos efeitos bioldgicos que grandes
quantidades de fatores isolados (YAZAWA et al., 2004a). No PRP, inclusive, a propria
membrana plaquetéria por si s6 promove a mitose de alguns tipos celulares (GRUBER et al.,
2002).

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.
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(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 sédio tenha proporcionado menor rendimento plaquetario, as
amostras de PRP com este anticoagulante apresentavam plaquetas integras e em quantidades
suficientes para a formag@o de um bom coégulo.

O citrato de sodio inibe o processo de coagulagdo 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 ativagao das plaquetas durante os procedimentos de coleta do
sangue com citrato de sdédio ¢ menor quando comparada com as amostras coletadas com
EDTA (EFEOGLU et al., 2004).

Marx (2001) afirma que existem apenas dois anticoagulantes capazes de sustentarem 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
0o 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 util, ¢ 10% menos efetivo do que o ACD-A na manutengdo 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
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



Anexo A — Revisao da Literatura 90

envolvendo a utilizacdo do PRP, uma vez que podem comprometer a sua qualidade. A
estocagem do sangue centrifugado ou ndo até seu uso clinico é outro fator importante, pois se
armazenado em baixas temperaturas, podem ocorrer alteragdes na contagem de plaquetas
(OLSEN et al., 2001). Estas alteracdes sdo ainda mais acentuadas se a coleta de sangue foi
realizada no trans-operatério ou se houve demora na separacio do PPP ¢ 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 codgulo é importante para que ocorra a
liberagdo dos fatores de crescimento dos granulos o plaquetarios e formagao de uma rede de
fibrina, mecanismos pelos quais o PRP agird na regeneragao dos tecidos perdidos (MARX et
al., 1998, 2001, 2004).

Assim como na coleta de sangue, a substancia utilizada neste processo de coagulacao
da amostra ndo deve danificar ou promover a lise das plaquetas, mas apenas iniciar uma
atividade biologica. Quando uma substincia promove a lise das plaquetas, como o NP40®
(Calbiochem, Darmstadt, Germany) por exemplo, a mensuragdo 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, solu¢ao 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 formacgdo do gel de PRP pela adi¢do de trombina
bovina (10.000 unidades) dissolvida em 10 ml de cloreto de calcio 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 seguranga do uso desta substancia. Segundo a
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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 fendmeno parece niao ser dose dependente, fazendo com que muitos
cirurgides evitem o uso da trombina em cirurgias neurais e cardiacas.

A literatura traz relatos de coagulopatias quando da exposi¢do a trombina bovina.
Cmolik et al. (1993) relataram um acompanhamento de nove pacientes durante 32 meses, 0s
quais apresentaram deficiéncia do fator V induzida pelo uso de trombina bovina apds cirurgia
cardiaca. A coagulopatia foi caracterizada por tempos de protrombina (TP) e tromboplastina
parcial ativada (TTPa) marcadamente elevados e niveis extremamente diminuidos do fator V
e XI. Dos nove pacientes, quatro desenvolveram sangramento coagulopatico, sendo que um
evoluiu a obito. Spero (1993) também relatou uma série de trés casos de pacientes que
desenvolveram anticorpos para o fator de coagulagdo V, induzidos por trombina bovina, ap6s
procedimentos neurocirirgicos.

Assim, Landesberg et al. (2000) estudaram uma alternativa para substituir o uso da
trombina bovina na formacao do gel de PRP. Os autores compararam os niveis de fatores de
crescimento de amostras de PRP coaguladas com uma solucdo de cloreto de célcio associada
a trombina bovina ou a partir de um Agente de Geleificagido ITA® (Nastrex Technologies Inc,
Greenville, NC). Os dois produtos utilizados para a formagao do gel de PRP promoveram
niveis estatisticamente iguais de PDGF e TGF-B. A consisténcia e tamanho dos coagulos
formados com ambos os sistemas também foram semelhantes. O agente ITA® foi apontado,
entdo, como um bom substituto da trombina bovina.

Sonnleitner et al. (2000) propuseram o uso do adesivo de fibrina Tissel® (Baxter
Healthcare Coroporation, Deerfield, IL, USA) para a producao do gel de PRP. Este adesivo ¢é
formado por 2 compostos: um concentrado de fibrinogénio, enriquecido com fator XlIlla, e

trombina humana associada ao cloreto de calcio.
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Ja Anitua (1999), com o mesmo objetivo, relatou a produgdo do coagulo de PRP
unicamente a partir de solugdo de cloreto de calcio a 10% na propor¢do de 50 pl para 1,2 ml
de PRP. A nio utilizagdo de qualquer componente homdgeno no preparo do PRP preservaria
uma de suas principais vantagens, ou seja, sua natureza autéogena. A ativagao 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 apos
exposic¢do cirurgica a trombina bovina topica ocorreram em uma época em que a trombina era
processada com alto teor de contamina¢do do fator V bovino. A concentragdo deste
contaminante, que se situava em torno de 50 a 100 pl/ml em 1993 e 1994, foi reduzida pela
adicao 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¢do pela circulagdo sistémica. J4 no PRP, doses muito menores sio
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 absor¢ao
pela circulacdo sistémica. Todas as substincias remanescentes sdo digeridas por macrofagos,
assim como o proprio coagulo.

Marx (2000) relatou, ainda, ter utilizado a trombina bovina tdpica 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 ¢ 16 deles foram avaliados quanto a presenga 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 tdpica associada ao PRP, uma vez que sdo remotos os riscos de
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antigenicidade, o codgulo de PRP obtido ¢ de natureza mais consistente ¢ o tempo de
formagdo 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 acdo do TRAP na formacgao do gel de PRP. O PRP foi
preparado pela centrifugacdo 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 codgulo (15%) quando comparado a trombina bovina (43%).
O tempo de formagao do coagulo também foi menor com o TRAP, fazendo deste composto
uma alternativa eficaz para a substitui¢ao da trombina bovina.

Em relacdo a retracdo do coagulo deve-se salientar que uma menor retracdo evitard 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).

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 autdégena
¢ a Unica fonte segura para obtencdo do gel de PRP. Porém, o preparo desta substancia ¢
incomodo e consome parte do PRP. Desse modo, alguns kits t€ém sido desenvolvidos para
produzir trombina autégena 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 cidticos dissecados em porcos ndo causou

nenhuma diferenca significativa quanto ao infiltrado inflamatério ou necrose de fibras
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colagenas quando comparado com os grupos nos quais nao foi usado PRP com remanescentes
de etanol.

Avaliando-se a historia do PRP, pode-se observar a existéncia de varios estudos que
mostraram uma grande sensibilidade da técnica. De fato, s3o muitos os fatores que devem ser
considerados na preparagdo do PRP para que sua eficacia terap€utica possa ser assegurada.
Weibrich et al. (2003) afirmaram que a qualidade do PRP deve ser a principal preocupacao do
clinicos.

Cada método de preparo do PRP pode resultar em diferengas significativas quanto ao
nimero de plaquetas, taxas de ativacdo das mesmas e perfil dos fatores de crescimento
(EPPLEY et al., 2004). E preciso considerar, também, que, de acordo com alguns estudos
(WEIBRICH et al., 2002a; 2003), ndo existe uma correlacdo precisa entre o nimero de
plaquetas e o nivel de fatores de crescimento. Portanto, para se obter um determinado efeito
bioldgico do PRP, ¢ necessario que ele contenha um determinado nimero de plaquetas que ¢
variavel de individuo para individuo (WEIBRICH et al., 2002a).

Na verdade, muitos dos estudos avaliando técnicas de obtengdo do PRP foram
desenvolvidos com o objetivo de tentar elucidar a controvérsia de resultados observada nos
trabalhos que analisaram o efeito biologico 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 aplicacdo clinica controlada de um determinado protocolo de
producao do PRP ou o estudo deste em modelos animais sdo de fundamental importancia para
que se possa, concretamente, mensurar ¢ compreender os seus verdadeiros beneficios

bioldgicos no processo de regeneracao tecidual (WEIBRICH et al., 2005).
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3. As Controvérsias

A reconstrugdo 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 Ossea € 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 odontoldégico como uma nova estratégia
regenerativa para acelerar a maturacao de enxertos autdgenos (BUTTERFIELD et al. 2005).

De acordo com Karring et al. (1999), os varios enxertos e materiais utilizados para o
tratamento de defeitos 6sseos 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 dsseo, pois podem
conter células formadoras de osso (osteogénese), servir como suporte para a formagdo Ossea
(osteocondugdo) ou possuir substancias indutoras da formagao dssea (osteoindugao).

Sob o ponto de vista da aceitagdo bioldgica, o melhor material de enxerto ou

4

transplante é o autdégeno, sendo aquele que apresenta o melhor prognoéstico. Por isso e,
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também, devido ao seu potencial osteogénico, ¢ considerado o “padrao 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 adigdo 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 dsseos autdégenos com
PRP foram utilizados no tratamento de pacientes com fissuras labiais e palatais.

Mazor et al. (2004) relataram redug¢do no periodo de maturagdo dssea, melhor
manuseio do enxerto e recuperacdo mais rapida dos tecidos moles quando o PRP foi utilizado
juntamente com enxertos Osseos autdgenos e implantes osseointegraveis na reabilitacdo
posterior de maxila severamente atrofica de 105 pacientes. Formagdo e mineralizagdo
precoces de osso foram, do mesmo modo, relatadas por Robiony et al. (2002), quando o PRP
foi combinado com enxertos dsseos autégenos em procedimentos de distracdo osteogénica
para tratamento de mandibulas atréficas.

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 adi¢cdo de PRP aos enxertos
O0sseos aumenta significativamente ou ndo a maturacdo e formagdo Osseas, conforme
demonstrado por Marx et al. (1998).

Seguindo este raciocinio, Raghoebar et al. (2005) propuseram-se a avaliar os efeitos
do PRP na formagdo 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 6sseos autdogenos utilizados para levantamento bilateral de assoalho
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de seio maxilar de 5 pacientes. Apenas em um dos lados os enxertos foram associados com
PRP. As andlises radiografica e histométrica deste estudo nao confirmaram os resultados de
Marx et al. (1998), pois nenhum beneficio adicional do uso do PRP foi observado. Entretanto,
os autores utilizaram defeitos dsseos de tamanho ndo-critico (defeitos Osseos que tém
capacidade espontanea de reparo) e afirmaram que, em DTC (defeitos de tamanho critico),
como nas reconstru¢des do estudo de Marx et al. (1998), o PRP poderia ter algum valor
terapéutico.

Outros estudos em modelos animais que utilizaram defeitos 6sseos nao-criticos nao
mostraram beneficios significativos advindos do uso do PRP associado ao osso autéogeno.
Jakse et al. (2003) realizaram a elevagdo 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 poOs-
operatorios foi de baixa poténcia. Estas conclusdes foram corroboradas por Butterfield et al.
(2005) que também ndo mostraram nenhum efeito estimulante direto do PRP na remodelacgao
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 dsseo de defeitos cirirgicos, também de natureza ndo-critica,
criados em cranio de coelhos e preenchidos com o0sso autégeno cortical intramembranoso.
Semelhantemente aos outros estudos, as analises radiografica ¢ histométrica dos espécimes
ndo revelaram nenhuma diferenga significativa na formagdo 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
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ao PRP. Nas avaliagcdes radiograficas, o grupo com PRP mostrou-se significativamente
melhor, com maior obliteracdo dos “gaps” 6sseos localizados anterior e posteriormente ao
defeito apos 6 e 12 semanas, maior formacdo de calo 6sseo em 6 semanas e auséncia de
reabsorc¢do 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
encapsulacao fibrosa dos enxertos foi vista mais freqlientemente no grupo ndo tratado com
PRP. Ja o grupo tratado com PRP apresentou maior crescimento vascular e preenchimento
osseo do defeito.

Também utilizando defeitos de tamanho critico, Schlegel et al. (2004) investigaram a
capacidade do PRP, com duas diferentes concentragdes plaquetarias, de acelerar a formagao
6ssea quando combinado com enxertos dsseos autdgenos ou materiais aloplasticos em
calvaria de porcos. As analises micro-radiografica e histoldgica dos defeitos mostraram que o
PRP alterou significativamente a cronologia de formacao 6ssea no grupo do osso autéogeno,
acelerando a maturacdo desses enxertos de maneira diretamente proporcional a concentragao
de plaquetas. No periodo de 12 semanas pds-operatoérias, o grau médio de mineraliza¢do 6ssea
observado no grupo do osso autdégeno sozinho foi em torno de 50 a 60%. Essa média foi
alcangada 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 analise histologica deste estudo ndo mostrou nenhum beneficio do PRP na formagao
Ossea e a microscopia de fluorescéncia evidenciou um atraso no processo de remodelagdo dos

enxertos 0sseos autogenos com PRP. A andlise histométrica confirmou estas observagoes,
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mostrando baixos percentuais de formacdo Ossea nos defeitos do grupo tratado com PRP
(36,8%) quando comparados com o grupo do o0sso autdégeno sozinho (56,7%).

Uma possivel explicacdo para as controvérsias nos resultados obtidos nos estudos
apresentados ¢ o tipo de enxerto autdgeno utilizado, que pode ser resultante de ossificagdo
intramembranosa (CHOI et al., 2004; SCHLEGEL et al., 2004) ou endocondral (MARX,
1998; FENNIS et al. 2001, 2004), bem como o método de obtengdo do PRP. Em relacdo 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 determinagdo 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, nd3o 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 o0sso
autdégeno em seu estudo realizado em caes, Choi et al. (2005) investigaram os efeitos de
variadas concentragdes 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 ¢ 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 ésseo, pois inibiria a proliferacao
de osteoblastos. Portanto, a explicagdo para os diferentes resultados encontrados nos estudos
envolvendo PRP e osso autdégeno 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 6sseos autdogenos em defeitos cirurgicamente criados em mandibula
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de cdes, 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 dsseo. 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 autéogeno para o tratamento de
defeitos muito maiores, cerca de 50 mm de didmetro ou mais.

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 associacdo ndo tenham sido
comprovadas, varios pesquisadores propuseram-se a avaliar o uso do PRP associado a
materiais aloplasticos, xenoenxertos ou aloenxertos em procedimentos regeneradores (FURST
et al., 2003).

A quantidade limitada, aumento da morbidade e necessidade de sitios doadores sao
algumas das desvantagens dos enxertos autdgenos que levaram a busca por materiais
substitutos. Estes materiais, entretanto, ndo tém as mesmas propriedades dos enxertos
autdégenos, como, por exemplo, a capacidade de osteogénese e osteoinducdo (THORWARTH
et al., 2005). A adicdo do PRP poderia facilitar e acelerar a integragdo bioldgica destes
materiais ou enxertos (WILTFANG et al., 2003).

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

associado ao PRP ndo foi constatada.



Anexo A — Revisao da Literatura 101

Quando esta metodologia foi empregada para avaliar o uso do vidro bioativo associado
ou nao ao PRP, também nado se observou diferengas de resultados entre os grupos tratados
com vidro bioativo com ou sem PRP. A andlise histolégica mostrou a presenga 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 formagdo 6ssea apds 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 adigio de PRP ao Bio-Oss® (38% de contato osso-
implante no grupo Bio-Oss® e PRP e 34% no grupo do Bio-Oss® sozinho).

Dois estudos clinicos controlados avaliaram a influéncia do PRP associado ao osso
bovino no tratamento de defeitos periodontais. Lekovic et al. (2002) compararam uma
associacdo de osso bovino, PRP e Regeneragao Tecidual Guiada (RTG) com uma combinagao
de apenas PRP e osso bovino para o tratamento de defeitos infra-6sseos em humanos. Aos 6
meses pos-operatdrios, o exame clinico dos pacientes mostrou reducdo da profundidade de
sondagem e ganho de insercdo clinica, bem como o preenchimento 6sseo dos defeitos na
avaliagdo realizada em procedimentos cirirgicos de re-entrada. Como os resultados dos dois
grupos foram semelhantes, pdde-se concluir que a RTG ndo proporcionou nenhum beneficio
quando combinada com osso bovino e PRP.

Os resultados de Lekovic et al. (2002) podem ser talvez explicados pelas proprias
caracteristicas da fibrina existente no PRP, a qual pode agir também como uma membrana e,
conforme os estudos in-vitro de Kawase et al. (2005), promove a sintese de colageno e adesio

celular. A adi¢do de fatores de crescimento ¢ um outro aspecto favoravel do PRP, pois os
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mesmos podem acelerar o processo regenerativo, fazendo com que as células do ligamento
periodontal e osso alveolar povoem a area do defeito mais rapidamente do que as células
epiteliais, tornando o efeito promovido pela RTG insignificante.

Na tentativa de investigar melhor o papel dos componentes usados no estudo de
Lekovic et al. (2002) para a regeneragdao periodontal, Camargo et al. (2002) compararam a
associagdo de osso bovino, PRP ¢ RTG com apenas RTG no tratamento de defeitos infra-
6sseos. Todos os pardmetros clinicos avaliados foram significativamente melhores no grupo
que recebeu a terapia tripla, sugerindo que PRP e osso bovino proporcionaram efeitos
adicionais a RTG. Entretanto, neste modelo investigativo, assim como no estudo anterior de
Lekovic et al. (2002), ndo foi possivel determinar qual a participagdo individual do PRP ¢ do
0sso bovino na obteng¢do dos resultados.

Para esclarecer esta situacdo, Hanna et al. (2004) avaliaram, em humanos, defeitos
infra-6sseos tratados apenas com o0sso bovino ou osso bovino com PRP. Um efeito
significativo na resposta periodontal foi evidente quando o osso bovino foi associado ao PRP.

Okuda et al. (2005) avaliaram, também em humanos, o tratamento de defeitos
periodontais infra-6sseos com uma hidroxiapatita sintética associada ao PRP e mostraram que
esta terapia combinada proporcionou bons resultados na cicatrizagdo periodontal. Avaliando
defeitos semelhantes a estes, Camargo et al. (2005) relataram melhores resultados nos sitios
tratados com osso bovino, PRP ¢ RTG que nos sitios tratados apenas com debridamento
cirargico.

A utilizagdo de terapias combinadas nos mais diferentes modelos experimentais
também foi investigada em animais, trazendo resultados divergentes. Fiirst et al. (2003)
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 titdnio foram colocados juntamente com os enxertos. Ambos
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0s 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 avaliagdo do
contato enxerto-implante, o grupo PRP exibiu os melhores resultados ja em 3 semanas pds-
operatorias. Porém, na analise do contato osso cortical-implante, o grupo que recebeu o PRP
somente superou o lado tratado com Bio-Oss® sozinho em 12 semanas pds-operatorias. A
possibilidade de ocorréncia de reacdes inflamatorias e diferenciacdo de osteoclastos pela
adicdo 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 6sseo.

Usando o modelo experimental semelhante ao de Fiirst et al. (2003), Roldan et al.
(2004b) avaliaram o potencial regenerativo do PRP ou da Proteina Morfogenética Ossea
Recombinante Humana-7 (thBMP-7) associados ao Bio-Oss®. A analise histométrica e o
exame de microscopia de fluorescéncia revelaram que o PRP ndo foi capaz de acelerar ou
aumentar a osseointegracao de implantes de titdnio quando comparado com rhBMP-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
investigacdo de Fiirst 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 6sseo sobre a matriz bovina. Ainda neste mesmo estudo (ROLDAN et al.,
2004a), quando o PRP foi associado ao Bio-Oss® para aumentos mandibulares, a andlise
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 formagao de osso cortical sobre a mandibula e sobre os enxertos a partir de 2
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semanas. Como a histometria foi realizada apenas apds 6 semanas e os defeitos estudados nao
foram criticos, os autores concluiram que a andlise de periodos mais precoces poderia ter
demonstrado um efeito positivo do PRP.

E interessante observar que, apesar das semelhancas no modelo animal e nos critérios
de andlise histométrica em dois estudos descritos anteriormente (FURST et al, 2003;
ROLDAN et al., 2004b), métodos diferentes para assegurar 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 obtengdo 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. J4 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 padronizacao dos resultados.

Em relagdo a analise de outros sitios experimentais, ha dois estudos que avaliaram o
uso do PRP com Bio-Oss® em defeitos dsseos criados cirurgicamente em cranio de coelhos. A
analise radiografica e tomografia computadorizada em um destes estudos mostraram
densidade 6ssea 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., 2004), no qual
se constatou que a adicdo de PRP ao Bio-Oss® aumentou a porcentagem de formacdo 6ssea
nos trés periodos de observacao (1, 2 e 4 meses).

Com o objetivo de analisar a associagdo do PRP com diversos substitutos 6sseos, bem

como a influéncia dos meios de obtengdo do PRP no reparo dsseo, Wiltfang et al. (2004)
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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 6sseo de DTC
(defeitos de tamanho critico), cirurgicamente criados em calvaria e tratados com o0sso bovino
(Bio-Oss®), esponja de colageno bovina (Colloss®), p-Fosfato de Tricéalcio (Cerasorb®) ou
0ss0 autdgeno. Através de uma analise imunohistoquimica, na qual se determinou a expressao
de proteinas da matriz 6ssea (BMP-2 e Osteocalcina), os autores puderam concluir que o PRP
somente acelerou o reparo dsseo dos defeitos tratados com osso autégeno, 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 neoformagdo 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.

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 ¢ 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 6sseo ao redor das particulas dos enxertos, sem a ocorréncia de
nenhum infiltrado significativo de células inflamatdrias. 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 formacao 6ssea e melhorou o manuseio desses enxertos
para aumentos de rebordo alveolar em 3 pacientes, facilitando a colocagdo e estabilizacdo dos

materiais.
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Apesar dos bons resultados relatados por Kassolis et al. (2000) e Shanaman et al.
(2001), estes estudos ndo apresentaram grupo controle de pacientes, dificultando, portanto, a
avaliacdo 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 autdégenos aos compostos
alogénicos, a influéncia da perfuracdo da cortical do leito receptor, o uso de diferentes
materiais de barreira e variagcdes na concentragao de fatores de crescimento do PRP.

Assim, Kassolis ¢ Reynolds (2005) realizaram um estudo clinico controlado para
investigar a influéncia do PRP em enxertos aldgenos. 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 analise histométrica mostrou, aos 4, 5 €
6 meses pos-operatorios, uma maior quantidade de osso vital presente no grupo com PRP.
Quando esta metodologia foi transportada para animais, os resultados ndo foram animadores.
A associagdo de PRP e enxertos aldgenos ndo acelerou ou aumentou o reparo 0sseo em
levantamentos de seios maxilares em ovelhas (GRAGEDA et al., 2005). Porém, quando usado
com implantes, a associagdo de PRP e osso alogeno mostrou beneficios regenerativos. Kim et
al. (2002a) colocaram implantes dentais na crista iliaca de cdes e criaram defeitos 6sseos ao
redor das roscas mais superficiais dos implantes. Estes defeitos foram preenchidos com osso
humano desmineralizado seco ¢ congelado em p6 (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 experimental, a adicdo de PRP também pareceu aumentar o contato osso-

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

Trés outros estudos usaram modelos experimentais em caes para investigar a eficiéncia
do PRP combinado com osso alégeno. Defeitos criados em calvaria (Palmisano et al., 2002),
arco zigomatico (Harris et al., 2003) ou processo alveolar (Duziak; Block, 2003) de caes nao
exibiram, na avaliagdo radiografica ou histolégica, nenhuma vantagem no reparo 0sseo
quando tratados com PRP e enxertos alogenos. Estes achados foram corroborados por
Aghaloo et al. (2005) que também mostraram, através de analises radiografica e histométrica,
que a adicdo de PRP ao FDBA ou DFDBA para o tratamento de defeitos cirirgicos nio-
criticos em calvaria de coelhos ndo proporcionou um aumento significativo na densidade
Ossea ou na quantidade de novo osso quando comparado com o uso dos enxertos Osseos

somente.

4. A necessidade

Dos materiais utilizados para o tratamento de defeitos 6sseos, apenas o 0sso autdogeno

possui células osteocompetentes e células mesenquimais indiferenciadas na base do canal
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medular. A agdo do PRP ocorre sobre estas células que tém, reconhecidamente, potencial para
responder as citocinas presentes no PRP (MARX, 2001, 2004).

Varios estudos in-vitro mostraram a capacidade do PRP em promover o crescimento ¢
diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas e osteoblastos (LUCARELLI et al.,
2003; SOFFER et al., 2004; GRAZIANI et al., 2005; KANNO et al. 2005; DOUCET et al.,
2005), bem como sua influéncia positiva em células do ligamento periodontal e fibroblastos
gengivais (OKUDA et al., 2003; LIU et al., 2002). A proliferacdo de células do tendao
humano também tem sido relatada, encorajando o uso do PRP na ortopedia (ANITUA et al.,
2005).

Com base nestes estudos, a associagdo de PRP com células mesenquimais
indiferenciadas expandidas in-vitro para uso clinico ja é uma realidade e parece inaugurar
uma nova forma de tratamento dos defeitos esqueletais cranio-maxilo-faciais. A literatura traz
relatos do uso de PRP com células mesenquimais indiferenciadas no tratamento de defeitos
criados cirurgicamente no metatarso de ovelhas (LUCARELLI et al., 2005), em aumento de
seio maxilar em humanos (UEDA et al., 2005), em reconstru¢gdes mandibulares em caes (ITO
et al, 2005; YAMADA et al., 2004) ou para a produgdo ectdpica de osso em cavidades
abdominais de caes (ASCENCIO et al., 2004).

A acdo do PRP ocorre sobre células vivas. Assim, os varios enxertos ou materiais
substitutos do osso autdégeno 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
adicao do PRP a varios substitutos do osso autéogeno.

Fatores de crescimento ativados no local e na seqiiéncia temporal apropriados iniciam

os mecanismos de reparo Osseo. Do ponto de vista regenerativo, a liberagdo gradual e,
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conseqiientemente, uma ac¢do prolongada destes fatores no sitio da ferida sdo extremamente
vantajosas. No estudo in-vitro de Tsay et al. (2005), amostras de PRP ativadas com o TRAP ¢
associadas com osso bovino, DFDBA ou vidro bioativo exibiram, entre si, diferencgas
significativas no tempo de liberacdo e biodisponibilidade de determinados fatores de
crescimento. Diferencgas significativas também foram observadas entre estes grupos e os
grupos com amostras de PRP ativado com trombina bovina. Portanto, as diferengas ocorreram
tanto em fungdo do tipo de enxerto dsseo ou implante usado como do tipo de ativador das
amostras de PRP.

Apesar dos resultados favordveis com a associagdo de PRP a vérios enxertos e
materiais substitutos do osso autdégeno, 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 realizacao de
novos estudos sobre a influéncia do PRP, usado isoladamente, no processo de reconstru¢ao
dos tecidos.

Em se tratando da regeneragdo de tecidos moles, o uso isolado do PRP tem sido
avaliado em procedimentos odontologicos e médicos. Petrungaro (2001) publicou uma série
de casos nos quais PRP, enxertos de tecido conjuntivo subepitelial e membranas de colageno
foram usados para cobrir recessdes gengivais. O PRP foi aplicado na area cirargica, entre a
superficie radicular e o enxerto, e esta foi coberta com uma camada protetora de PPP. Embora
a terapia tenha sido efetiva em todos os casos, estudos clinicos controlados sd3o necessarios
para determinar a verdadeira significincia do PRP no tratamento de recessdes gengivais.

Tratando ulceras cronicas com PRP, Knighton et al. (1990) obtiveram um tempo de
epitelizacdo de 8 semanas, enquanto que no grupo controle este tempo foi de 15 semanas.
Ganio et al. (1993) ratificaram estes resultados ao observarem expressivos beneficios quando

utilizaram esta técnica para tratar ulceras cronicas de pacientes que tinham, inicialmente,
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indicacdo de amputagdo de seus membros. No final das avaliagdes, 78% dos individuos
tratados com PRP ndo tiveram seus membros amputados.

Man et al. (2001) avaliaram a utilizagdo do PPP e PRP em cirurgias plasticas
cosméticas. Usando uma amostra de 20 pacientes, os autores concluiram que o uso do PRP e
da cola autégena de fibrina resultou em varias vantagens, tais como um tempo mais curto de
cirurgia, eliminacdo da necessidade de drenos, reducdo da utilizacio de bandagens
compressivas, diminui¢do da dor e edema pds-operatorio e tempo de recuperagdo mais curto
dos pacientes.

A literatura, entretanto, traz poucos estudos in-vivo sobre a agdo isolada do PRP na
reconstrucdo de tecidos duros. Um destes estudos foi realizado por Anitua (1999). O autor
comparou o reparo alveolar pos-extragdo dentaria de 20 pacientes divididos em dois grupos.
Em um grupo, apds as exodontias, os pacientes tiveram seus alvéolos dentarios preenchidos
com PRP e, no outro, apenas codgulo sangiiineo (controle). Transcorridas 10 a 16 semanas
pos-operatdrias, pode-se notar que a epitelizacdo dos alvéolos do grupo PRP foi superior ao
grupo coagulo. As biopsias dsseas realizadas nos sitios tratados mostraram que os espécimes
do grupo PRP apresentavam osso maduro e compacto, com trabéculas dsseas organizadas e
com morfologia normal. J& os espécimes do grupo controle exibiram tecido conjuntivo
entremeando as novas trabéculas dsseas, 0 que caracterizou um atraso no processo de reparo
6sseo quando comparado 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
complicac¢des periodontais na raiz distal do segundo molar adjacente. Menor incidéncia de
alveolite e dor pds-operatorias, bem como maior densidade 6ssea radiografica com o uso do

PRP em alvéolos foram relatadas por Mancuso et al. (2003).
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Buscando uma 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 pds-operatorios, a presenca de matriz cartilaginosa no grupo com PRP, enquanto que
no grupo controle ainda se via remanescentes da cola de fibrina, indicando que a adigdo 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 histoldgica dos sitios controle (SAMARTINO et al., 2005), bem
como a nao utilizagdo de defeitos de tamanho critico (ANITUA, 1999; SAMARTINO et al.,
2005; YAZAWA et al., 2004a) ou associacdo do PRP com fibrina alogena (YAZAWA et al.,
2004a) dificultaram o estabelecimento de conclusdes mais objetivas e confidveis sobre a
capacidade do PRP em aumentar ou acelerar a formacao ¢ssea quando usado isoladamente.

Contornando  estas  limitagdes,  Fontana et al. (2004) avaliaram
histomorfometricamente o efeito do PRP aplicado ao redor de implantes laminares colocados
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 cdes
(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

formacgao 6ssea em relacdo aos controles (sem PRP).
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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 variagcdes e dos resultados
apresentados, deve-se enfatizar que o sitio anatdmico selecionado para o estudo do reparo
osseo foi adequado. Bastante louvavel, também, foi a preocupagdo em se criar DTC (defeitos
de tamanho critico).

O DTC possibilita a padroniza¢ao 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 observagdo do reparo Osseo tanto por
osteoconducdo como por osteoindug¢do (CHESMEL et al., 1998).

Um DTC foi inicialmente definido como a menor ferida intra-6ssea em determinado
tipo de osso e espécie animal que ndo cicatriza espontaneamente durante toda a vida do
animal (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Em 1990, Hollinger e Kleinschmidt (1990) definiram os DTC como os defeitos que
mostram menos de 10% de reparo dsseo durante a vida do animal. Se o fechamento completo
do defeito por osso ndo foi alcangado em um ano, especialmente em animais que nio estao
mais em fase de crescimento, é improvavel que ele ainda ocorrera.

Dentre as regides 0sseas onde sao criados defeitos experimentais em animais, destaca-
se a calvéria, que tem sido utilizada hd mais de um século no estudo de substitutos para o
enxerto de osso autdgeno (SENN, 1889).

DTC em calvaria de ratos sdo ideais para avaliar a capacidade dos biomateriais em

r

promover o reparo Osseo, pois a calvaria, diferentemente dos ossos longos, ¢ composta
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exclusivamente de 0osso membranoso com limitado suprimento sangiiineo ¢ minimas chances
de reparo 6sseo espontaneo (KRAMER et al., 1968; REID et al., 1981; SATO; URIST, 1985;
SCHMITZ; HOLLINGER, 1986). Além disso, os ratos sdo animais pequenos, baratos, podem
ser utilizados em grande quantidade, além de proporcionarem uma anélise de resultados mais
facil do que a de animais maiores (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; SWEENEY et al., 1995).
A capacidade de reparo 6sseo espontaneo dos defeitos de craniotomia esta diretamente
relacionada ao tamanho da cavidade. Em calvéaria de ratos, tem sido relatado que defeitos de 2
mm (FREEMAN; TURNBULL, 1973; HEROLD et al., 1974), 4 mm (MULLIKEN;
GLOWACKI, 1980; GLOWACKI et al., 1981), 5 mm (BOSCH, 1998), 6 mm (BRUNEL et
al., 1996; PRYOR et al., 2005), 8 mm (TAKAGI; URIST, 1982) ¢ 9 mm (ARNAUD et al.,
1999) preenchem os requisitos de um DTC. Estas variagcdes sobre o tamanho de um DTC
devem-se a fatores inerentes ao proprio animal ou ao procedimento cirurgico propriamente
dito. Assim, a idade e a ra¢a do animal (BOSCH et al., 1998; MARDAS et al., 2002; SATO;
URIST, 1985; TAKAGI; URIST, 1982), a integridade do peridsteo e da dura-mater durante a
confecgdo cirtrgica dos defeitos (BOSCH et al., 1998; BRAZ et al., 2003; MELCHER, 1969;
PRITCHARD, 1946; SCHMITZ et al., 1990; TAKAGI; URIST, 1982; WANG; GLIMCHER,
1999), a remocao ou a presenga de ambas as placas corticais (HIORTING-HANSEN;
ANDREASEN, 1971) e determinados procedimentos realizados no ato cirurgico (BOSCH et
al., 1998; DEPORTER et al., 1988) podem afetar diretamente o resultado do reparo 6sseo.
Encontram-se na literatura varios estudos avaliando defeitos Osseos realizados na
calvéria de ratos, medindo 8 mm de diametro 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 padrdes de um DTC.
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Estes defeitos em calvaria sdo, segundo Schmitz e Hollinger (1986), bastante
apropriados para o estudo de agentes particulados ou gelatinosos. Sendo assim, sdo bons
candidatos para a analise das potencialidades do PRP na reconstrugdo de tecidos duros.

O uso de DTC e atengdo cuidadosa para com todos os detalhes técnicos envolvidos na
produ¢do 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
investigagdes futuras, tais como a contagem manual de plaquetas do sangue periférico e das
amostras de PRP, a quantificagdo dos fatores de crescimento, a analise histométrica dos
espécimes, a presenga de grupos controle, a analise da correlagdo existente entre a histometria
e o numero de plaquetas e/ou fatores de crescimento, o uso de modelos animais que permitam
a obten¢do de um PRP autogeno 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.

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

Contudo, sem uma adequada padronizagdo da metodologia dos estudos ndo serd
possivel determinar se o PRP, realmente, auxilia no reparo 6sseo quando usado de forma
isolada ou associado a outros materiais (GRAGEDA et al., 2004).

Encontram-se na literatura varios estudos com resultados conflitantes sobre a
associacdo do PRP com diversos materiais ¢ enxertos 6sseos. Contudo, ha poucos estudos que

tenham analisado o uso isolado do PRP na reconstrug¢ao dos tecidos duros e estes apresentam
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resultados contraditérios. 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 confidveis, ¢ que o PRP poderia ser integrado na rotina

dos procedimentos cirurgicos odontologicos.
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Tabela2- | Testesde Normalidade

Teste Estatistico p valor
Shapiro-Wilk W 0,9873 Pr<W 0,9636
Kolmogorov-Smirnov D 0,1223 Pr>D >(0,1500
Cramer-von Mises W-Sq 0,0381 Pr>W-Sq >0,2500
Anderson-Darling A-Sq 0,2040 Pr>A-Sq >0,2500
Tabela3- Andlise de variancia da variavel Area de Osso Neoformado (AON),

medida em por centagem, com transfor macéo em ar coseno

Fontede G.L. Somasde Quadrado F p valor
variacao quadrado meédio
Tempo 1 0,000412 0,000412 9,57 0,0044*
Grupo 1 0,002021 0,002021 46,94 <0,0001*
Tempo*Grupo 1 0,000001 0,000001 0,04 0,8495
Residuo 28 0,001206 0,000043
Total 31 0,003641

*Significativo ao nivel de 5%
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Tabela4 - Teste de Tukey para comparacio das médias da variavel Area de Osso
Neoformado (AON) nos dois periodos de tempo analisados (valores em
propor ¢ao)

Concluséo Médias Desvio-Padrdao n Tempo
A 0,124 0,065 16 4 semanas
B 0,181 0,088 16 12 semanas

* Médias com letras iguais ndo sdo diferentes significativamente (p > 0,05)

Tabelabs - Teste de Tukey para comparacio das médias da variavel Area de Osso
Neoformado (AON) dos grupos analisados (valor es em propor ¢&o)

Conclusédo Médias Desvio-Padrdao N Grupo
A 0,094 0,051 16 C
B 0,211 0,062 16 PRP

* Médias com letras iguais ndo sdo diferentes significativamente (p > 0,05)
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Tabela6 - Teste de Correlagdo de Pearson para a quantidade de plaquetas
presentes nas amostras de sangue periférico e de Plasma Rico em
Plaquetas (PRP)

Grupo Médias Desvio-Padrdao n r = 0,36318
Plaquetas - Sangue Periférico  676.062,5  157.372,8985 16 r=0,1319

Plaquetas - PRP 2.644.063 1.084.851 16 pvalor = 0,167

* Nao significativo ao nivel de 5%
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FIGURA 12 - Correlacdo entre a quantidade de plaquetas presentes nas amostras de PRP e
de sangue periférico. PRP = Plasma Rico em Plaquetas.
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Tabela7 - Teste de Correlagdo de Pearson para a quantidade de plaquetas
presentes nas amostras de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e a Area
de Osso Neoformado (AON)

Grupo Médias  Desvio-Padrao n r =0,207389
Plaquetas - PRP 2.644.063 1.084.851 16 r?=0,04301
Area de Osso Neoformado ~ 0,213909 0,063847 16 pvalor =0,441*

Nao significativo ao nivel de 5%
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FIGURA 13 - Correlagdo entre a quantidade de plaquetas presentes nas amostras de PRP e
a porcentagem de Area de Osso Neoformado (AON). PRP = Plasma Rico
em Plaquetas.
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