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Dedicatoéria

A Deus:

Agradeco-te meu Deus,

Por todos os momentos vividos durante esses dois anos,
Pelas pessoas que colocaste em meu caminho,
Pela forca do dia a dia,

Pelas dificuldades vividas,

Por sua protecao,

Pelos momentos de alegria,

Pelos momentos de aprendizado,

Por minha maravilhosa familia,

Por meus amigos sinceros,

Por me dar forcas nos momentos de fraqueza,
Por guiar meus passos e me proteger...

Por seu infinito amor...
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Aﬁf meus pais Gilberto e Maria Teresa:

Hoje estamos aqui, comemorando novamente...

Mais uma conquista nossa! Mais uma vitoria nossa!

O caminho foi dificil, porém seus bracos me empurraram...
Suas palavras me deram forca, e sempre me apoiaram a
continuar...

E hoje, o meu papel é agradecer!

Obrigada mae, por cada momento juntas. Por cada
conversa, cada abraco, cada telefonema, cada despedida na
rodoviaria...

Obrigada pai pelo seu carinho, sua preocupacao, seu
cuidado, sua espera em cada chegada de viagem, seus
abracos...

Pelas noites que passaram em claro para que eu dormisse...
Por me defenderem quando eu ainda nao conseguia...

Pelos exemplos de trabalho, e coragem...

Por tudo que sempre me ensinaram...

“A voceés, que me deram a vida e me ensinaram a vivé-la com dignidade,

nao bastaria um obrigado; a vocés, que se doaram inteiros e renunciaram aos
seus sonhos, para que, muitas vezes, eu pudesse realizar 0S meus; a Voces,
pais por natureza, por op¢do e amor, ndo bastaria dizer, que ndo tenho
palavras para agradecer tudo isso. Mas, é o que acontece agora, quando
procuro arduamente uma forma verbal de exprimir uma emogdo impar, uma

emocao que jamais seria traduzida por palavras...”

Amo voceés!!!
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Aﬁ meu irmao Bruno:

Um “bom filho, educado, trabalhador”....

Bruninho...

Vocé € meu companheiro. Uma pessoa maravilhosa,
batalhadora, honesta, esforcada e que sempre admirei.
As vezes um pouco ausente, mas sempre procurando me
acompanhar meus passos...

Muito obrigada pelo apoio, incentivo, confianca,
cumplicidade e por tudo que sempre fez por mim.
Obrigada por estar sempre ao meu lado.

Obrigada pelo seu amor, seu carinho, e seus abracos...
Vocé € de importancia inestimavel na minha formacao

como pessoa e como profissional!

“Ndo importa a nossa distdncia sempre iremos nos amar,
Nossas almas sdo unidas pela forca de nossos espiritos.
Seja por onde for nossas vidas irdo ser fiéis e nos juntar,

Seja pelo céu, pela dgua ou o ar, seremos irmdos-amigos.”

Te amo!
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Aﬁ meu namorado e amigo Caril:

Hoje € dia de agradecer!

E meu maior agradecimento é a VOCE!

O “culpado” por hoje estarmos vivendo mais esta conquista
juntos...

Foi vocé quem me mostrou este caminho. Quem vivenciou
ao meu lado o dia a dia de um mestrado na Periodontia de
Aracatubal

Rimos juntos, choramos juntos, vivemos cada etapa
unidos... Uma uniao que se fortalece a cada dia.

Vocé me fez crescer. Apoiou-me em todos os sentidos.
Ajudou-me a enxergar, quando eu nao pude ver...

Amor, carinho, respeito e cumplicidade vivenciamos
diariamente...

Sentimentos puros, verdadeiros, e intensos...

“Ter sua companhia é o mesmo que estar vivendo com a certeza
de que existem pessoas as quais realmente se importam conosco.
As quais sabem dizer palavras certas em momentos mais dificeis,

Compartilham conosco nossas pequenas e grandes alegrias.
Sei...
Que vocé é muito mais que uma pessoa importante na minha vida,

E parte dela...”

Te amo!!!
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.
A minha querida avé Nair:

Um poco de bondade... Um anjo em minha vida..

Obrigada minha “v6” por seu amor e sua dedicacao com sua
netinha aqui...

Obrigada por sua preocupacao, seu carinho, afago, suas
oracoes, seu companheirismo...

Minha joia rara!!

Obrigada por ter acreditado em mim...

A cada partida, a lagrima da béncao... A cada volta, o abraco
mais gostoso do mundo!

Obrigada por dividir comigo este momento tao importante de

minha vida!

“Cada ruga tua representa uma historia
E sao tantas...

Quantas experiéncias, quantas historias para contar...
Quantos conselhos para dar...

Quanta paciéncia para nos suportar...
Esquece a sua vida, para viver a nossa
Sempre cheia de atengdo,

De carinho, de amor.

Vocé é o meio termo, o equilibrio...

A palavra de esperanca

O colo que aninha

O ombro que apesar de cansado... apoia

Vocé é tudo de bom e de belo...”
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Aﬁf meus avos

Eduardo, Emilio e Antonia (in memorian)

Sei que por onde estiverem estarao olhando por mim...

E ajudando a dar cada passo novo, a enfrentar cada desafio.
Obrigada por terem acreditado nos meus sonhos comigo...
Obrigada pelas oracoes valiosas que contribuiram para esta
vitoria e pelo carinho que sempre tiveram por mim!

Vocés sao exemplos de amor, serenidade, honestidade, fé,

otimismo e esperanca... Avos protetores e amigos!

A forca da experiéncia e da juventude entrelaca nossos coracgoes!
Nada nos separou e nada nos separard! Nem a morte e nem a vida...
Porque estamos unidos em um plano divinamente

atemporal!

Amo voceés!
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\
AJ' minhas tias Elizete e Valéria:

Mais uma vez s6 tenho a agradecer.

Vocés estiveram em todos os momentos comigo nesta
jornada.

Acompanharam cada passo, cada alegria, cada fraqueza,
cada momento de dedicacao...

Rimos juntas e choramos juntas...

Obrigada por serem minhas companheiras. Por cuidarem de
mim.

Que Deus ilumine suas vidas a cada dia, enchendo de saude

e felicidade.

Amo voceés...

\
Af minhas tias Marisa ¢ Meire,

Ao meu tio Carlos, a Nadia e ao Edson:

Obrigada por estarem comigo em mais esta conquistal
Obrigada por cada momento juntos, pelo carinho, pela
atencao, pela preocupacao... Pela torcida de cada dia!

Vocés sao muito importantes na minha vida.

Que Deus os ilumine e os guarde com estes coracoes

bondosos e alegres!

Amo voceés...
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Aﬁf meus primos Leniza, Luciana, Ricardo, Rodrigo

e a todos os “Primuscos”’:

Vocés sao verdadeiros irmaos para mim!

Obrigada por sempre estarem ao meu lado, me apoiando e
me incentivando!

Vocés sao pessoas essenciais na minha vida.

Obrigada por cada momento de alegria, de conversa, de
descanso e de bobeira que vivemos juntos...

Que possamos conservar para sempre nossos lacos de
amizade e de irmandade. Obrigada pelo amor e carinho que

vocés tém por mim!

“Somos pessoas diferentes,
Mas quando estamos juntos é como se fossemos uma so
brincadeira,
Uma sé risada,
Uma s6 luz.

Quando nos encontramos o mundo inteiro parece mudar de cor,

O ar fica puro,

Os dias lindos e ensolarados...”

... Amo voceés!
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<
A minha orientadora

Profa. Dra. Maria José Hitomi Nagata:

Hoje posso demonstrar aqui o quanto lhe admiro e o
quanto tenho a lhe agradecer. Durante esses 4 anos (dois
de estagio e mais dois de mestrado), pude acompanhar a
sua jornada diaria e desfrutar de cada aprendizado ao seu
lado. Uma pessoa paciente, dedicada, amorosa, um pouco
“rigorosa”, mas que sabe o jeito e o momento certo para
falar... Que cuida de seus orientados como seus filhos!
Um exemplo de pessoa, de pesquisadora e de profissional.
Uma  “pequena” muito GRANDE! Grande nos
conhecimentos, grande na competéncia e grande no
coracao!!!

Muito obrigada por cada momento ao seu lado. Obrigada
por cada palavra, cada ajuda e zelo para conosco.
Obrigada por dividir comigo os bons e os maus
momentos. Por estar sempre disposta a ouvir...

Hoje comemoramos mais uma conquista nossa! Obrigada
por acreditar em mim e me ajudar a alcancar meus
sonhos... Sou e sempre serei grata por tudo. Desejo-lhe
cada vez mais sucesso e felicidades, e que Deus continue

abencoando sua vida e sua familia.

MUITO OBRIGADA!!!
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N
A familia Periodontia - Aracatuba

Profa. Dra. Maria José Hitomi Nagata,
Prof. Dr. Alvaro Francisco Bosco,

Prof. Dr. Valdir Gouveia Garcia:

Apos conviver 2 anos ao lado de vocés, aprendi que ser
mestre nao € somente preparar aulas e provas, selecionar
temas de seminarios, ensinar os procedimentos clinicos,
preparar listas de chamadas... Ser mestre € poder
compartilhar todos os conhecimentos um com o outro. E
desenvolver um aprendizado a partir do auxilio do outro.
E dividir alegrias e tristezas, vitérias e dificuldades... E
isto que quero levar desta familia que é a Periodontia de
Aracatuba. Um lutando pelo outro. Um torcendo pelo
outro...

A maneira como vocés vivem o dia a dia dentro desta
disciplina € admiravel, enfrentando todas as dificuldades
e superando os momentos dificeis. Vocés sao exemplos de
bons profissionais! Admiro a fé, a simplicidade e a
humildade que vocés possuem. Muito obrigada pelos
ensinamentos profissionais e pelas licoes de vida.

Obrigada por confiarem em mim!

“Deus nao coloca as pessoas em nossas vidas por acaso...”
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A Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, nas pessoas de
seu Diretor Prof. Dr. Pedro Felicio Estrada Bernabé e Vice-Diretora
Profa. Dra. Ana Maria Pires Soubhia

Pela oportunidade de realizar este curso e esta pesquisa.

Ao Programa de Poés-Graduacao em Odontologia, nas pessoas de seu
Coordenador Prof. Dr. Idelmo Rangel Garcia Janior e de todo corpo

docente pela contribuicao na minha formacao.

A FAPESP, pela concessdo da Bolsa de Mestrado (Processo No
08/52602-6) a pos-graduanda Natalia Marcumini Pola.

Ao Professor da Disciplina de Periodontia Dr. Valdir Gouveia Garcia

Professor, sempre tive uma simpatia pelo senhor, desde a graduacao, e
pudemos conviver mais proximos durante estes dois anos. Esta
simpatia somente aumentou. Pude ver o quanto o senhor, além de ser
um professor brilhante, € uma pessoa com um coracao enorme. Possui
qualidades dificeis de serem vistas nas pessoas... Vibra com a vitoria
do proximo e esta sempre disposto a ajudar. Torce pelo nosso sucesso
e nosso crescimento. E uma pessoa iluminada! Muito obrigada por
dividir esta conquista comigo. Por me ajudar a crescer, como pessoa €
como profissional. Obrigada por cada palavra de apoio, pelas
conversas, pela paciéncia, pelas diversas vezes que me acalmou e
escutou minhas reclamacoes... Muito obrigada pelo seu exemplo e
exceléncia como educador, pesquisador, profissional respeitado e
batalhador incansavel... Obrigada por acreditar em mim e dividir
comigo mais esta alegrial Que Deus continue abencoando o seu

caminho. MUITO OBRIGADA POR TUDO!
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Ao Professor da Disciplina de Periodontia Dr. Alvaro Francisco Bosco
Professor, durante a graduacao nao cheguei a ter muito contato com o
senhor. Mas durante a nossa convivéncia na pos-graduacao, pude
perceber o grande professor, educador e clinico que estava do meu
lado. Um exemplo a ser seguido. Sempre de bom humor, todas as
manhas das quartas-feiras sempre chegava brincando, disposto a
ajudar, a ensinar cheio de entusiasmo com os casos clinicos. Preserva
a humildade e olha seus pacientes de maneira especial. Além de um
excelente clinico, um competente pesquisador. Sempre me ajudou
quando precisei. Obrigada pelas palavras de conforto e pelo apoio nos
momentos dificeis. O senhor € uma pessoa admiravel, honesta, um
exemplo de profissional ético e com um valor imensuravel. Serei
eternamente grata por todos os ensinamentos transmitidos, pelo seu
apoio e incentivo e pelos momentos de convivio tdo agradaveis. O
senhor muito contribuiu para minha formacao pessoal e profissional.
Obrigada por acreditar em mim e por me ajudar a crescer. Que Deus

ilumine sua vida e sua familia. MUITO OBRIGADA POR TUDO!

Ao Professor e amigo Dr. Michel Reis Messora

Tantos foram os nossos convivios e nossos aprendizados até eu chegar
aqui. Hoje, conquisto esse sonho e muito devo a vocé. Quem me
acompanhou desde o inicio, quando nao sabia nem anestesiar um
ratinho!!! Foi vocé quem acompanhou cada passo, cada crescimento,
cada idéia nova... Sempre disposto a ajudar e a ensinar. Vocé € uma
pessoa iluminada, que tem muito conhecimento para passar ao
proximo. Um verdadeiro exemplo a ser seguido. Admiro muito sua fé e
sua conduta profissional. Obrigada pela paciéncia, pelas conversas,
pelo apoio, pelas palavras de amizade, pelos momentos de alegria,
pelas risadas que tivemos juntos. Nossa amizade tem um valor enorme

para mim. Mesmo longe, me ajudou em todas as etapas deste
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trabalho. Obrigada por dividir comigo esta conquista. Que Deus
ilumine seu caminho, te dé forcas todos os dias para que vocé possa
dissipar seu conhecimento as pessoas que estdo a sua volta. MUITO

OBRIGADA POR TUDO!

A Professora do Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducao
Animal Suely Regina Mogami Bomfim

Acompanhou todas as etapas deste trabalho. Foi uma verdadeira “co-
orientadora” Sempre sorrindo, alegre, disposta a atender mesmo com
seus horarios reduzidos. Muito obrigada por sua dedicacao, carinho e
cuidado com este trabalho. Seus ensinamentos e sua contribuicao
foram essenciais para conclui-lo. Obrigada pelas conversas, pelo apoio
e pela ajuda nos momentos dificeis. Foi um prazer poder trabalhar

com a senhora! Muito obrigada por tudo!

Ao Professor da Disciplina de Histologia e Embriologia Dr. Edilson
Ervolino

Muito obrigada por sua contribuicdo na analise histologica deste
trabalho. Obrigada por seus ensinamentos, sua ajuda e por sua

dedicacao.

Ao Professor da Disciplina de Cirurgia Dr. Tetuo Okamoto
Exemplo de profissional e de dedicacdao a pesquisa. Agradeco pela
amizade, por nossas conversas € por sempre estar disposto a ajudar.

Muito obrigada por seus ensinamentos.

Ao Departamento de Ciéncias Basicas, e em especial a Profa. Dra. Rita
de Cassia Menegati Dornelles

Por sua contribuicao na realizacao deste trabalho.
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Ao querido Professor Dr. Stephen E. Fucini
Obrigada pela ajuda nas traducoes e correcoes dos artigos cientificos.
Pelo empenho na aquisicao de materiais para nossas pesquisas. E por

compartilhar nossas conquistas sempre com entusiasmo e alegria.

A minha grande amiga Natalia de Campos

Vocé € a irma que eu ganhei em Aracatuba. Um presente de Deus em
minha vida! Sempre companheira, verdadeira, honesta, dedicada.
Sempre disposta a me ajudar. Foi com vocé que pude dividir minhas
angustias, minhas tristezas, minhas alegrias... Uma pessoa admiravel!
De repente nos tornamos uma so6 pessoa: Aonde uma ia a outra estava
ao lado. E quando nao estavamos juntas, todos estranhavam!!! Hoje so6
tenho a lhe agradecer pelo seu companheirismo, por sua amizade, seu
carinho, seu cuidado, sua preocupacao... Sem vocé nao conseguiria
realizar este trabalho... Obrigada por me ajudar a conquistar este

sonho! MUITO OBRIGADA POR TUDO!

Ao meu grande amigo Luis Augusto Esper

O que seria de mim sem vocé neste trabalho! Ajudou-me em todas as
etapas cirurgicas, nos procedimentos laboratoriais, nas analises
estatisticas... Esteve sempre de prontiddo para me ajudar! E quantas
caronas para a veterinarial Quantas fotografias no laboratorio da
Profa. Suely!!! Nestes dois anos, dividimos as alegrias e as tristezas... e
sempre estivemos prontos para fortalecer uns aos outros. Vocé € uma
pessoa especiall Tem o dom e o prazer de ensinar! Sou muito grata
pela sua amizade e vou leva-la comigo para toda a vida! Obrigada por
sua paciéncia, por sua dedicacao, pelas brincadeiras, pelas risadas, e
por me ajudar a conquistar este sonho! MUITO OBRIGADA POR
TUDO!
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A minha grande amiga Michyele Cristhiane Sbrana

Uma pessoa maravilhosa! Amiga, verdadeira, sincera, sempre disposta
a ajudar! Quantas madrugadas estudando e quantos cafezinhos na
sua casa! Passamos por momentos muito dificeis durante esses anos,
mas que serviram somente para nosso aprendizado e nosso
crescimento. Obrigada por sua dedicacdao, sua preocupacao e seu
cuidado comigo... Obrigada pelas risadas, pelas conversas, pelo apoio e
por me ajudar a realizar este trabalho. Conte comigo sempre! MUITO

OBRIGADA POR TUDO!

A minha grande amiga Flavia A. C. Furlaneto

Obrigada por estar sempre disposta a ajudar. Vocé esta sempre do
nosso lado, mesmo distante, participando e dividindo nossas
dificuldades e nossas conquistas. E uma pessoa iluminada! Obrigada
por suas palavras, seu companheirismo, sua amizade. Admiro muito
sua fé, sua forca de vontade e sua sabedoria. Que Deus continue

iluminando seu caminho! MUITO OBRIGADA POR TUDO!

Aos meus companheiros de pés-graduacao: Erivan, Leandro, Thiago,
Ricardo, Luis Augusto, Michyele e Natalia de Campos

Embora as afinidades sejam diversas, um so6 ideal € compartilhado,
uma s6 meta € almejada... Obrigada por tudo o que pude aprender

com vocés! Sucesso em suas carreiras profissionais!

As minhas companheiras de republica: Natalia Manrique, Tamara,
Jorgiana, Cris, Pamela, Carol, Jéssica e Ana Luiza

Muito obrigada pela boa convivéncia, pelo respeito e pela amizade que
nos tivemos em nossa casa. Desejo muito sucesso na vida profissional

de voceés!
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A estagiaria de iniciacdo cientifica e amiga: Carolina Santinoni
Muito obrigada pelos bons momentos de convivio e pela inestimavel

ajuda na realizacao deste trabalho.

Ao Sr. Edson L. de Campos e a Rosmeire A. M. de Campos

Obrigada por sempre me acolherem tdo bem em sua casa. Vocés
sempre estiveram preocupados com meu bem-estar e acompanharam
minha rotina, junto com a Naty, sempre torcendo para que tudo
ocorresse bem. Obrigada por todo carinho recebido, pelo cuidado, por
nossas conversas. Sempre serei grata por todo o amor que me

dedicaram. OBRIGADA POR TUDO!

Aos meus grandes amigos Kléber e Sandra

Sempre torcendo pela minha vitérial Mesmo distante, estamos sempre
perto uns dos outros. Obrigada por dividirem mais esta conquista
comigo. Vocés sao amigos verdadeiros, essenciais em minha vida.
Pessoas que eu posso confiar de olhos fechados! Obrigada pelo
carinho, amizade, preocupacao, incentivo... Agradeco a Deus por

fazerem parte de minha vida.

As minhas amigas Nairana e Tamara

Sempre de bem com a vida, alegres, amigas queridas... Muito obrigada
pelas conversas, pelas palavras de apoio e amizade. O nosso convivio é
sempre muito especial e prazeroso. Que Deus abencoe vocés e suas

familias! Sucesso em suas carreiras profissionais!

Ao Médico Veterinario e amigo Guillermo C. V. de Oliveira
Pela amizade, companheirismo, troca de experiéncias tao
engrandecedoras. Vocé € um profissional exemplar... Boa sorte e

sucesso em sua vida pessoal e profissional!
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Ao Dr. Mario Nagata e Sra. Herminia Nagata

Pelo carinho e atencao que sempre tiveram... Que Deus os abencoe...
Obrigadal!

A minha amiga Natalia Manrique

Tantos foram os momentos que vivenciamos juntas. Cumplices nas
alegrias, nas tristezas, nos choros e nos “desesperos”... Um exemplo de
pessoa amavel, carinhosa, dedicada... Sabe o momento e as palavras
certas para me acalmar nos momentos dificeis. Obrigada por sempre
estar ao meu lado quando precisei. Obrigada por dividir comigo mais
este momento de alegrial

“E na amizade verdadeira que encontramos sinceridade, lealdade,

afinidade, cumplicidade, simplicidade, fraternidade...”

As minhas amigas Jorgiana Sangalli e Caroline Vital

O inicio de uma amizade que sera eterna... Independente do tempo e
da distancia, pois tenho certeza do respeito, da cumplicidade e da
confianca que temos umas pelas outras! Obrigada pelo carinho e
amizade de vocés! Obrigada por todos os momentos vividos, por
partilharmos nossas experiéncias, nossas dificuldades e nossas

conquistas umas com as outras. SUCESSO na vida de vocés!

Ao meu amigo Alberto Kajimoto
Obrigada pelos bons momentos de convivio durante esses anos. Vocé
sempre esteve presente, acompanhando nossa jornada e ajudando no

que era necessario. Obrigada por sua preciosa amizade...

Ao querido amigo e funcionario Odair
Sempre pronto para ajudar com muita alegria. Muito obrigada por sua

eficiéncia, dedicacao e preocupacao com nossas tarefas. Obrigada por
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todas as alegrias e dificuldades compartilhadas. Que Deus ilumine seu

caminho...

A minha amiga Marli de Angeli

Obrigada por cuidar de mim durante todos esses anos. Vocé foi uma
“segunda mae”... Sempre deixando a roupa limpa, a comida na mesa, a
casa organizada... Cuidando de nés com todo zelo e amor... Obrigada

por fazer parte dessa conquista! MUITO OBRIGADA POR TUDO!
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Resumo

POLA NM. Reparo 0sseo de defeitos de tamanho critico tratados com Plasma Rico em
Plaquetas derivado do sangue periférico ou do aspirado de medula 6ssea associado ou
ndo ao enxerto de osso autdégeno [Mestrado em Periodontia]. Aracatuba: Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2010.

Este estudo avaliou, histomorfometricamente, o reparo 0sseo de defeitos de tamanho critico
(DTC) criados cirurgicamente em calvarias de ratos e tratados com Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) derivado do sangue periférico (SP) ou do aspirado de medula 6ssea (AMO) associado ou
ndo ao enxerto de 0sso autdégeno (OA). 60 ratos foram divididos em 6 Grupos: Grupo C
(controle), Grupo OA, Grupo PRP-sp, Grupo PRP-amo, Grupo OA/PRP-sp e Grupo OA/PRP-
amo. Um DTC de 5 mm de diametro foi criado na calvaria de cada animal. No Grupo C, o defeito
foi preenchido somente com codgulo sangiiineo. No Grupo OA, o defeito foi preenchido com
enxerto de OA particulado. Nos grupos PRP-sp e PRP-amo, os defeitos cirdrgicos foram
preenchidos com PRP-sp e PRP-amo, respectivamente. Nos grupos OA/PRP-sp e OA/PRP-amo,
os defeitos foram preenchidos com enxerto de OA particulado associado ao PRP-sp e ao PRP-
amo, respectivamente. Todos os animais foram submetidos a eutandsia aos 30 dias pos-
operatdrios. A quantidade de osso neoformado foi calculada como uma porcentagem da area total
do defeito original. Esses valores foram transformados em arcoseno para a analise estatistica
(ANOVA, Tukey, p<0,05). O Grupo C apresentou formacdo éssea significativamente menor
(12,34 £ 2,51%) que os grupos OA (48,94 * 3,91%), PRP-sp (31,48 + 14,05%), PRP-amo (35,38
+ 17,19%), OA/PRP-sp (60,27 £ 9,12%) e OA/PRP-amo (44,19 £ 16,49%). A quantidade de
formacdo 6ssea do Grupo OA/PRP-sp foi significativamente maior que a do Grupo PRP-sp.
Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que todos os tratamentos realizados
potencializaram o reparo 6sseo em DTC em calvarias de ratos. A associa¢do enxerto de OA/PRP-

sp demonstrou uma tendéncia de apresentar a maior AO.

Palavras-chave: células-tronco; plaquetas; plasma rico em plaquetas; regeneragdo 0ssea;

transplante dsseo.
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Abstract

POLA NM. Bone healing in critical-size-defects treated with Platelet-Rich Plasma
derived from either peripheral blood or bone marrow aspirate combined or not with
autogenous bone graft. A histologic and histometric study in rat calvaria. [dissertation].

Aracatuba: Unesp — Univ Estadual Paulista; 2010.

This study histomorphometrically evaluated the bone healing of critical-size defects (CSD)
surgically created in rat calvaria and treated with Platelet-Rich Plasma (PRP) derived from
either the peripheral blood (PB) or bone marrow aspirate (BMA) combined or not with
autogenous bone (AB) grafts. 60 rats were divided into 6 groups: Group C (control), Group
AB, Group PRP-pb, Group PRP-bma, Group AB/PRP-pb and Group AB/PRP-bma. A 5-mm
diameter CSD was created in the calvarium of each animal. In Group C, the defect was filled
with blood clot only. In Group AB, the defect was filled with AB graft. In groups PRP-pb and
PRP-bma, the defects were filled with PRP derived from PB and BMA, respectively. In
groups AB/PRP-pb and AB/PRP-bma, the defects were filled with AB grafts combined with
PRP-pb and PRP-bma, respectively. All animals were euthanized at 30 days post-operatively.
Bone Area (BA) was calculated as a percentage of the total area of the original defect.
Percentage data were transformed into arccosine for statistical analysis (ANOVA, Tukey,
p<0.05). Group C presented significantly less bone formation (12.34 + 2.51%) than groups
AB (48.94 + 3.91%), PRP-pb (31.48 + 14.05%), PRP-bma (35.38 + 17.19%), AB/PRP-pb
(60.27 + 9.12%) and AB/PRP-bma (44.19 + 16.49%). Bone formation in Group AB/PRP-pb
was significantly greater than in Group PRP-pb. Within the limits of this study, it can be
concluded that all treatments promoted bone formation in CSD in rat calvaria. The

combination AB/PRP-pb demonstrated a trend to present the largest BA.

Key words: stem cells; platelets; platelet-rich plasma; bone regeneration, bone transplantation.
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Resumo

Este estudo avaliou, histomorfometricamente, o reparo dsseo de defeitos de tamanho critico
(DTC) criados cirurgicamente em calvarias de ratos e tratados com Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) derivado do sangue periférico (SP) ou do aspirado de medula 6ssea (AMO) associado
ou ndo ao enxerto de 0sso autdégeno (OA). 60 ratos foram divididos em 6 Grupos: Grupo C
(controle), Grupo OA, Grupo PRP-sp, Grupo PRP-amo, Grupo OA/PRP-sp e Grupo OA/PRP-
amo. Um DTC de 5 mm de didmetro foi criado na calvéaria de cada animal. No Grupo C, o
defeito foi preenchido somente com coagulo sangiiineo. No Grupo OA, o defeito foi
preenchido com enxerto de OA particulado. Nos grupos PRP-sp e PRP-amo, os defeitos
cirargicos foram preenchidos com PRP-sp e PRP-amo, respectivamente. Nos grupos
OA/PRP-sp e OA/PRP-amo, os defeitos foram preenchidos com enxerto de OA particulado
associado ao PRP-sp e ao PRP-amo, respectivamente. Todos os animais foram submetidos a
eutanasia aos 30 dias pos-operatdrios. A quantidade de osso neoformado foi calculada como
uma porcentagem da area total do defeito original. Esses valores foram transformados em
arcoseno para a analise estatistica (ANOVA, Tukey, p<0,05). O Grupo C apresentou
formacdo Ossea significativamente menor (12,34 + 2,51%) que os grupos OA (48,94 +
3,91%), PRP-sp (31,48 £ 14,05%), PRP-amo (35,38 + 17,19%), OA/PRP-sp (60,27 £ 9,12%)
e OA/PRP-amo (44,19 + 16,49%). A quantidade de formacao 6ssea do Grupo OA/PRP-sp foi
significativamente maior que a do Grupo PRP-sp. Dentro dos limites deste estudo, pode-se
concluir que todos os tratamentos realizados potencializaram o reparo 6sseo em DTC em
calvarias de ratos. A associacdo enxerto de OA/PRP-sp demonstrou uma tendéncia de

apresentar a maior AO.

Palavras-chave: células-tronco; plaquetas; plasma rico em plaquetas; regeneracdo 0ssea;

transplante dsseo.
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Introducéo

Recentes avancos na area da bioengenharia tém trazido um grande impacto na restauracao e
reabilitacdo de estruturas teciduais perdidas do corpo humano [1,2]. O campo da medicina
regenerativa engloba diversas areas da tecnologia, tais como engenharia de tecidos, células-
tronco e clonagem. A engenharia de tecidos, um dos principais componentes da medicina
regenerativa, segue os principios do transplante de células, ciéncia de materiais e engenharia
para o desenvolvimento de substitutos bioldgicos que podem restaurar e manter a fungéo
normal de tecidos [1]. Esta consolidada na utilizacdo de células, arcaboucos biocompativeis e
fatores de crescimento (FCs) [3].

Em 1998, Marx et al. [4] propuseram 0 uso do Plasma Rico em Plaguetas (PRP) autélogo
como uma técnica economicamente viavel para obter-se uma alta concentracdo de FCs. Esses
autores observaram uma maturacdo mais rapida dos enxertos 6sseos autdégenos associados ao
PRP quando comparados aos enxertos sem PRP no tratamento de defeitos mandibulares. A
racionalidade para o uso local do PRP est4, sobretudo, no aumento dos niveis de FCs no sitio
da ferida ap6s a degranulacdo plaquetaria. Devido a concentracdo e liberacdo aumentada
desses FCs, o PRP pode potencialmente aumentar o recrutamento e a proliferacao de células-
tronco e células endoteliais [5].

Pesquisadores buscam continuamente melhorar as técnicas de enxerto dsseo para alcancar
uma regeneracdo 6ssea mais rapida e com maior densidade [6]. Com este objetivo, a terapia
envolvendo células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas da medula Gssea associadas a
enxertos 6sseos e biomateriais tem sido avaliada em vérios estudos [7-10]. Alguns estudos in
vitro demonstraram a influéncia do PRP sobre as CTMs [11,12]. Lucarelli et al. [12]
avaliaram os efeitos do PRP sobre CTMs de origem humana e observaram um aumento
significativo no nimero dessas células no terceiro, sexto e nono dia do experimento quando

estas foram cultivadas com 10% de PRP. A taxa de crescimento foi aproximadamente duas
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vezes mais alta quando comparada com a das células controle (ndo tratadas). Os autores
concluiram que este aumento na taxa de proliferacdo das CTMs poderia ser vantajoso para
aplicacdes clinicas tais como o uso destas células para a reconstru¢do de grandes defeitos
0sseos.

Uma vantagem potencial da associagdo CTMs-PRP é que ela é simultaneamente osteogénica,
osteocondutiva e osteoindutiva, devido a capacidade de formacdo Ossea das CTMs e a
presenca dos FCs secretados pelas plaquetas em um arcabouco tridimensional de fibrina [13].
Plaguetas sdo uma fonte segura, de baixo custo e facilmente acessivel de FCs [10]. Além
disso, esta associacdo CTMs-PRP ¢ autdgena, ndo-toxica e possui 6tima plasticidade [13].

Um estudo em mandibulas de caes demonstrou que a associacdo CTMs-PRP foi vantajosa no
tratamento de defeitos 0sseos, promovendo formacdo de 0sso maduro e vascularizado
significativamente maior quando comparada ao grupo controle [14]. Esta associac¢ao acelerou
a regeneracao 0ssea quando comparada ao uso de enxertos 0sseos autdgenos, xendgenos ou
PRP somente no reparo de alvéolos de cdes [15].

Outros estudos mais recentes, in vitro e in vivo, também relataram o cultivo de CTMs e sua
associacdo com o PRP na terapia regenerativa [9,10,16-18]. Nesses estudos, as CTMs foram
expandidas in vitro antes de sua aplicacio com o PRP. E importante ressaltar que, para a
expansdo in vitro destas células, sdo necessarios diversos materiais tais como diferentes meios
de cultura, suplementos de crescimento celular e de indugéo osteogénica [19,20]. O cultivo in
vitro € uma abordagem promissora, porém consome tempo e é oneroso, 0 que poderia torna-lo
desvantajoso na pratica clinica [21].

Assim, na tentativa de simplificar o processo de obtencdo e concentracdo de CTMs, Oyama et
al. [21] utilizaram o aspirado fresco de medula 6ssea centrifugado, o que denominaram “PRP
derivado do aspirado de medula 6ssea”, que foi associado com fosfato beta-tricalcio para

tratamento de fissuras de labio e palato em 17 pacientes. Estes autores obtiveram uma boa
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neoformacdo 6ssea nos pacientes tratados com este tipo de PRP em um periodo de 6 meses. A
técnica de preparo deste tipo de PRP foi avaliada de forma mais completa em estudo em
humanos realizado por Nishimoto et al. [22]. Segundo estes autores, esta técnica permite a
concentracdo ndo somente de plaquetas com seus FCs, mas também de CTMs da medula
Ossea de forma simples e com baixo custo. Esta concentracdo simultanea de plaquetas e
células da medula dssea, atuando como fontes de FCs e “células trabalhadoras”, pode atuar
como importantes fatores na medicina regenerativa futura [22].

Estudos in vivo que avaliem o efeito bioldgico do PRP derivado do aspirado de medula 6ssea
(PRP-amo) no processo de reparo 0sseo sao escassos. O propdsito deste estudo foi avaliar,
histologicamente e histometricamente, o reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico (DTC)
criados cirurgicamente em calvarias de ratos e tratados com Plasma Rico em Plaguetas
derivado do sangue periférico (PRP-sp) ou do aspirado de medula 6ssea (PRP-amo) associado

ou ndo ao enxerto de 0sso autogeno (OA).

Material e Métodos

Modelo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP. Todas as diretrizes relativas aos cuidados com a
pesquisa animal foram estritamente seguidas. Para o presente estudo, foram utilizados 60
ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com idade entre 5 e 6 meses, pesando entre
450 a 500 g (UNESP, Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba-SP).
Os animais foram mantidos em ambiente com ciclo de 12 horas de luz por dia e temperatura

entre 22 e 24 C. Durante todo 0 experimento, 0s animais consumiram racéo sélida selecionada
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e 4gua ad libitum. Eles foram aleatoriamente divididos em 6 grupos experimentais: Grupo C
(controle), Grupo OA (osso autdgeno), Grupo PRP-sp (PRP derivado do sangue periférico),
Grupo PRP-amo (PRP derivado do aspirado de medula dssea), Grupo OA/PRP-sp (0sso
autdgeno associado ao PRP derivado do sangue periférico) e Grupo OA/PRP-amo (0sso

autogeno associado ao PRP derivado do aspirado de medula 6ssea).

Procedimentos cirurgicos

Para realizacdo de todos os procedimentos experimentais, os ratos foram anestesiados por
injecdo intramuscular de xilazina (6 mg/kg de peso corporal) e quetamina (70 mg/kg de peso
corporal). Além disso, os animais receberam injecdo intramuscular de morfina (1 mg/kg de
peso corporal), com o intuito de assegurar a analgesia.

Ap0s tricotomia e anti-sepsia da parte dorsal do cranio de cada animal, foi feita uma incisdo
semilunar na regido anterior da calvaria e um retalho de espessura total foi rebatido em
direcdo posterior. Um defeito de tamanho critico (DTC) de 5 mm de di&metro 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 por¢do da sutura sagital. Com auxilio de um guia
cirurgico previamente confeccionado, uma marcacdo no formato de “L” foi feita 2 mm
anterior e outra 2 mm posterior as margens do defeito cirurgico. O maior eixo de cada “L”
localizou-se sobre uma linha imaginaria longitudinal cranio-caudal que dividia o defeito
cirdrgico ao meio. As marcagdes foram feitas com uma broca carbide tronco-conica sob
irrigacdo continua com solucdo salina estéril e, posteriormente, preenchidas com amalgama
[23]. Estas marcacgdes foram Uteis para a identificacdo do meio do defeito cirdrgico original
durante o processamento laboratorial e, também, para localizar as suas margens 0sseas

originais durante a analise histométrica.
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No Grupo C, o defeito cirargico foi preenchido somente com codgulo sangliineo. No Grupo
OA o defeito foi preenchido com 0,01 ml de enxerto de OA particulado. No Grupo PRP-sp, 0
defeito foi preenchido com 50 pl de PRP-sp. No Grupo PRP-amo, o defeito foi preenchido
com 50 pl de PRP-amo. Nos Grupos OA/PRP-sp e OA/PRP-amo, os defeitos cirargicos
foram preenchidos com 0,01 ml de enxerto de OA particulado associado a 50 pl de PRP-sp e
PRP-amo, respectivamente. O 0sso autogeno obtido da calvaria durante a criacdo do defeito
cirurgico foi preparado em um triturador de osso (Triturador 6sseo, tipo pildo, Pro-Implante
Prod. Médicos e Odontoldgicos Ltda, Aracatuba, SP, Brasil). O osso foi triturado em
particulas de 172 a 210 pum. Os tecidos moles foram, entdo, reposicionados e suturados para
obter um fechamento primario da ferida. Cada animal recebeu uma injecéo intra-muscular de
24.000 unidades de Penicilina G-benzatina (Pentabiotico* Veterinario Pequeno Porte, Fort

Dodge® Satide Animal Ltda., Campinas, SP) no pés-operatério imediato.

Coleta do sangue periférico (SP)

Anteriormente aos procedimentos cirdrgicos, os animais dos Grupos PRP-sp e OA/PRP-sp
foram submetidos a puncdo cardiaca. Um volume de 3,15 ml de sangue foi coletado de cada
animal usando uma seringa descartavel de 5,0 ml contendo 0,35 ml de citrato de sodio a 3,2%
para prevenir coagulacdo. Foi separado o volume de 0,1 ml do sangue coletado para a

contagem de plaquetas. O volume restante (3,05 ml) foi destinado ao preparo do PRP-sp.

Coleta do aspirado de medula 6ssea (AMO)

Anteriormente aos procedimentos cirurgicos, os animais dos Grupos PRP-amo e OA/PRP-
amo foram submetidos a coleta de medula das cristas iliacas direita e esquerda. Um volume
de 1 ml de medula (0,5 ml de medula da crista iliaca direita e 0,5 ml de medula da crista iliaca

esquerda) foi coletado de cada animal usando uma seringa descartavel de 10 ml contendo 0,1



53

ml de citrato de sodio a 3,2% para prevenir coagulacdo (Figs. 1A e 1B). Foi separado o
volume de 0,075 ml do aspirado coletado para a contagem de plaquetas e células medulares

(CM). O volume restante (0,925 ml) foi destinado ao preparo do PRP-amo.

Preparo do PRP-sp e PRP-amo

Tanto o PRP-sp como o PRP-amo foram preparados de acordo com uma adaptacdo do
protocolo de Sonnleitner et al. [24]. Cada amostra coletada foi, inicialmente, centrifugada a
160 G por 20 minutos, & temperatura de 22°C, para separar o plasma contendo as plaquetas
das células vermelhas (PRP-sp) ou para separar o plasma contendo as plaquetas das celulas
vermelhas e CM (PRP-amo) (Beckman J-6M Induction Drive Centrifuge, Beckman
Instruments Inc., Palo Alto, CA, EUA). O plasma foi pipetado e centrifugado a 400 G por 15
minutos, & temperatura de 22°C, para separar as plaquetas (PRP-sp) ou as plaguetas e CM
(PRP-amo). O Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi pipetado do topo, deixando o PRP e 0
buffy coat, que foram entdo re-suspensos. Um volume de 50 pl de PRP foi pipetado e ativado
com uma solucdo de cloreto de célcio a 10% (Calcium Chloride 10% Solution,
SciencelLab.com Inc., Houston, TX, EUA), na proporc¢édo de 0,05 ml de cloreto de calcio para

cada 1 ml de PRP, no momento da aplicacéo clinica.

Contagem de plaquetas e CM

Liquido de Brecher foi usado para lisar os eritrocitos e diluir as amostras de SP, AMO, PRP-
sp e PRP-amo. As plaquetas nessas amostras diluidas foram, entdo, contadas manualmente em
uma camara de Neubauer. Foi realizada, também, em camara de Neubauer, a contagem total
de CM presentes nas amostras de AMO e de PRP-amo. Para isso, estas amostras foram
separadas, diluidas e homogeneizadas em Liquido de Turk. Além disso, todos os esfregacos

foram corados com “Pandtico Rapido LB” (LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) para avaliar a
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morfologia das plaquetas e CM. A contagem de plaquetas e CM e a analise de suas
morfologias foram realizadas por um veterinario hematologista.

As concentracOes de plaquetas nas amostras de PRP-sp e PRP-amo e as concentracdes de CM
nas amostras de PRP-amo foram calculadas, com base, em parte, no estudo de Tamimi et al.

[25], a partir das seguintes equacdes:

Concentracéo de plaquetas (PRP-sp):

Concentracdo de plaquetas (plaquetas/pl) = Ne de plaquetas do PRP-sp
Ne de plaquetas do SP

Concentracéo de plaquetas (PRP-amo):

Concentracédo de plaquetas (plaquetas/pl) = Ne de plaquetas do PRP-amo
Ne de plaquetas do AMO

Concentra¢do de CM (PRP-amo):

Concentracdo de CM (CM/pl) = Ne de CM do PRP-amo
Ne de CM do AMO

Processamento tecidual

Todos os animais foram submetidos a eutanasia aos 30 dias pds-operatorios. A area do defeito
cirurgico original e os tecidos circunjacentes foram removidos em bloco. As pecas foram
fixadas em solucdo de formol neutro a 10%, lavadas em agua corrente e descalcificadas em
solucdo de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 18%. Apods descalcificacdo inicial,
cada peca foi dividida longitudinalmente em dois blocos, exatamente ao longo do centro do
defeito cirargico 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 marcacdes em “L”, de modo que cada espécime

apresentou-se com 9 mm de extensdo no sentido longitudinal. Assim, tornou-se possivel a
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determinacdo precisa dos limites do defeito cirargico original para realizagdo das analises
histoldgica e histométrica [23]. Ap6s um periodo de descalcificacdo 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 cirdrgico original. Os cortes foram

corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (H&E) para analises por microscopia de luz.

Anélise histomorfométrica

Foram selecionados 2 cortes histoldgicos, representando o centro do defeito cirtrgico original,
para as analises histologica e histométrica. As analises foram realizadas por um examinador
calibrado e cego aos tratamentos realizados. As imagens dos cortes histoldgicos foram
capturadas por meio de uma camera digital acoplada a um microscépio Optico com um
aumento original de 160x e salvas em um computador. 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, baseados no trabalho de Messora et al. [23], foram usados para
padronizar a analise histomorfométrica das imagens digitalizadas:

1) A Area Total (AT) a ser analisada correspondeu a area total do defeito cirdrgico
original. Esta area foi determinada, primeiramente, pela identificacdo das superficies
externa e interna da calvaria original nas margens direita e esquerda do defeito
cirurgico. 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. A Area de Osso (AO) foi delineada dentro dos limites da AT.

2) A AT foi medida em mm? e considerada 100% da érea a ser analisada. A AO também

foi medida em mm? e calculada como porcentagem da AT.
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Anélise estatistica

Os valores de AO de cada animal foram representados pela porcentagem média dos 2 cortes
histoldgicos. Esses dados porcentuais foram transformados em arcoseno para analise
estatistica. A significancia das diferencas entre os grupos em relacgdo a AO foram
determinadas pela analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey post hoc
quando a ANOVA sugeriu uma diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

O coeficiente de correlacdo de Pearson (rp) foi calculado para demonstrar a relacdo entre a
AO e a contagem de plaquetas nas amostras de PRP dos grupos PRP-sp, PRP-amo, OA/PRP-
sp e OA/PRP-amo, bem como entre a AO e a contagem de CM nas amostras de PRP dos

grupos PRP-amo e OA/PRP-amo.

Resultados

Todos os animais toleraram bem o procedimento cirlrgico e mantiveram-se saudaveis durante
todo o periodo experimental. Quatro espécimes foram perdidos devido a problemas no
processamento laboratorial, sendo um do Grupo OA, um do Grupo PRP-sp, um do Grupo

PRP-amo e um do Grupo OA/PRP-amo.

Estudo da Contagem de Plaquetas e CM

Os esfregacos do SP e do PRP-sp mostraram plaquetas com morfologia normal (Figs. 2A e
2B). Os esfregacos do AMO e do PRP-amo mostraram, além das plaquetas, CM com
morfologia normal (Figs. 2C e 2D). A média da contagem de plaquetas das amostras de SP foi
511,95 + 74,64 x 10° plaguetas/pl, enquanto que a média de contagem de plaquetas das
amostras de PRP-sp foi 2488,13 + 637,89 x 10° plaquetas/pl (Fig. 3). A concentracéo de

plaquetas nas amostras de PRP-sp foi aumentada em aproximadamente 4,8 vezes. A média da
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contagem de plaquetas das amostras de AMO foi 428,06 + 81,92 x 10° plaquetas/pl, enquanto
que a das amostras de PRP-amo foi 1263,34 + 372,72 x 10° plaquetas/pl (Fig. 3). A
concentragédo de plaquetas nas amostras de PRP-amo foi aumentada em aproximadamente 2,9
vezes. A média da contagem de CM das amostras de AMO foi 723,50 + 231,54 x 10° CM/pl,
enquanto que a das amostras de PRP-amo foi 2061,31 + 998,34 x 10° CM/ul (Fig. 4). A
concentracdo de CM nas amostras de PRP-amo foi aumentada em aproximadamente 2,8

VEZeS.

Analise histologica qualitativa

Grupo C

Observou-se a presenca de tecido 0sseo imaturo restrito apenas as margens do defeito
cirargico (Fig. 5A). O padrdo de neoformacdo Ossea progrediu das margens do defeito
cirurgico para 0 seu centro, sendo que a espessura do tecido 6sseo neoformado diminuia
bruscamente em direcdo ao centro do defeito. Na parte mais central e nas margens do defeito,
ou seja, circunscrevendo o tecido 0Osseo neoformado, observou-se tecido conjuntivo
apresentando grande quantidade de fibras colagenas orientadas paralelamente a superficie do
defeito, com moderada quantidade de fibroblastos, grande quantidade de vasos sanguineos e

raras células inflamatorias.

Grupo OA

Observou-se a presenca de tecido 6sseo imaturo nas margens do defeito cirurgico, seguindo o
padrdo de neoformacdo 6ssea observado no Grupo C. No entanto, a regido central do defeito
apresentava, além do tecido conjuntivo bem organizado, muitas particulas do tecido 6sseo
remanescentes do enxerto (Fig. 5B). A presenca destes remanescentes propiciou a aposi¢édo de

uma fina camada de tecido 6sseo imaturo em muitas de suas superficies. Ainda, em algumas
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dessas superficies, eram freqientes lacunas de reabsorcdo com a presenca de alguns
osteoclastos. O tecido conjuntivo situado no defeito cirdrgico recobria toda sua superficie e
circunscrevia as particulas 6sseas remanescentes do enxerto. Este tecido exibia grande
guantidade de fibras colagenas, com moderada quantidade de fibroblastos, grande quantidade
de vasos sanguineos e focos isolados de células inflamatorias, especialmente nos locais onde a

reabsorcéo 0ssea das particulas do enxerto estava ocorrendo ativamente.

Grupos PRP-sp e PRP-amo

A analise histoldgica demonstrou muita similaridade em relacdo as caracteristicas estruturais
apresentadas pelos defeitos cirdrgicos dos grupos PRP-sp e PRP-amo. O padrdo de
neoformacéo 0ssea progrediu das margens do defeito em direcdo ao seu centro. No entanto,
esta progressdo foi significativamente maior que a observada no Grupo C, 0 que propiciou 0
quase fechamento do defeito cirdrgico na maioria dos espécimes analisados (Figs. 5C e 5D).
Observou-se a formacéo de centros osteogénicos isolados no interior do defeito cirdrgico em
metade dos espécimes dos grupos PRP-sp e PRP-amo. Um animal do Grupo PRP-amo
apresentou neoformacédo 6ssea em toda a extensdo do defeito cirdrgico. O tecido conjuntivo
situado no centro do defeito e na circunscricdo das ilhotas de tecido 6sseo imaturo
neoformado mostrava-se bem organizado, com grande quantidade de fibras colagenas,

moderada quantidade de fibroblastos e vasos sanguineos.

Grupos OA/PRP-sp e OA/PRP-amo

A analise histoldgica demonstrou muita similaridade em relacdo as caracteristicas estruturais
apresentadas pelos defeitos cirurgicos dos grupos OA/PRP-sp e OA/PRP-amo. A
neoformacéo dssea assumiu dois padrdes distintos, 0s quais contribuiram igualmente para que

o0 tecido 6sseo ocupasse a quase totalidade da extensdo do defeito cirurgico. No primeiro, a
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neoformacdo 6ssea progrediu das margens do defeito em direcdo ao seu centro e foi
significativamente maior que a constatada no Grupo C. No segundo, a aposi¢do de moderada
quantidade de tecido ésseo imaturo sobre 0s remanescentes do enxerto 6sseo foi observada
em todos o0s espécimes e a quantidade de tecido neoformado mostrou-se maior que a
apresentada no Grupo OA (Figs. 5E e 5F). Raros osteoclastos foram observados no defeito
cirurgico reabsorvendo as particulas de enxerto de OA. O tecido conjuntivo que recobria toda
a superficie do defeito cirlrgico e entremeava-se nas particulas 6sseas remanescentes do
enxerto mostrava-se composto por grande quantidade de fibras coldgenas, moderada

quantidade de fibroblastos e grande quantidade de vasos sanguineos.

Analises histométrica e estatistica

A normalidade e homocedasticidade dos dados foram verificadas. As médias e os desvios-
padrdo da AO para todos 0s grupos, assim como o0s resultados da comparacgéo entre 0s grupos
estdo apresentados na Tabela 1 e na Figura 6.

Correlacdo estatisticamente significativa foi observada entre a AO e a contagem de plaquetas
nas amostras de PRP do grupo PRP-sp (r*> = 0,79; p = 0,0028). Ndo foram observadas
correlagdes estatisticamente significativas entre a AO e a contagem de plaquetas nas amostras
de PRP dos grupos PRP-amo (r? = 0,0488; p = 0,6339), OA/PRP-sp (r* = 0,0104; p = 0,7935)
e OA/PRP-amo (r? = 0,4234; p = 0,0806). Também ndo foram observadas correlacdes
estatisticamente significativas entre a AO e a contagem de CM nas amostras de PRP dos

grupos PRP-amo (r? = 0,0379; p = 0,6754) e OA/PRP-amo (r* = 0,0195; p = 0,7410).

Discussao

Pesquisas tém revelado que o papel das plaquetas no processo regenerativo € muito mais do

que simplesmente promover a formagéo do coagulo sanguineo, pois elas sdo responsaveis por
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liberar FCs ativamente, 0s quais iniciam a cicatrizacdo dos tecidos moles, a formagéo 0ssea e
o recrutamento de células-tronco [5]. Os FCs liberados pelas plaquetas sdo fortes indutores
angiogeénicos e sdo conhecidos por serem mitogénicos para as CTMs in vitro. Contudo, a sua
capacidade para melhorar a osteogenicidade das CTMs in vivo ainda ndo foi bem explorada.
Estudos recentes tém sugerido efeitos sinérgicos positivos da mistura de CTMs e PRP no
aumento da formac&o 0ssea em regibes orais e maxilofaciais [18].

No presente estudo, foram utilizados dois tipos de PRP, associados ou ndo ao enxerto de OA
particulado para o tratamento de DTC. Os grupos OA, PRP-sp, PRP-amo, OA/PRP-sp e
OA/PRP-amo apresentaram neoformacéo 0ssea significativamente maior que o Grupo C. Ha
muitos anos, 0 enxerto de OA tem sido considerado o “padrdo ouro” nos procedimentos
regenerativos 0sseos, pois ele prové células osteogénicas, bem como elementos
osteoindutivos e osteocondutores para a cicatrizacdo [26,27]. Considerando a acdo isolada do
PRP nos grupos PRP-sp e PRP-amo, pode-se sugerir que o aumento significativo da
neoformacdo dssea observado nestes grupos quando comparados ao Grupo C foi devido as
propriedades bioldgicas inerentes destes compostos. Os resultados observados no Grupo PRP-
sp corroboram os achados de Messora et al. [23], que mostraram um aumento significativo da
formacdo dssea em DTC criados em calvarias de ratos e tratados somente com PRP derivado
do sangue periférico quando comparados com o grupo controle. Este aumento na formacéo
Ossea foi possivelmente causado pela interacdo de células formadoras de 0sso na dura-mater
dos defeitos cirurgicos com um aumento da concentracdo de FCs no PRP [28,29]. A dura-
mater € a principal fonte de células formadoras de 0sso no cranio [30], portanto a preservacao
de sua integridade durante a criacdo dos defeitos cirdrgicos foi fundamentalmente importante
para os resultados obtidos neste estudo. Além dos FCs, o PRP contém fibrina, fibronectina e
vitronectina. Estas proteinas agem como moléculas de adesdo celular para osteconducao e

como matriz para a formacdo dssea [29]. Além disso, as membranas plaquetarias podem
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estimular a atividade mitogénica de células dsseas, contribuindo assim para a regeneracao de
tecidos mineralizados [31].

Apesar de ambos os tipos de PRP utilizados isoladamente neste estudo apresentarem
guantidade de formacdo dssea significativamente maior do que o grupo C, diferencas
estatisticamente significativas ndo foram observadas entre esses grupos. Isto pode ter ocorrido
devido a técnica de preparo do PRP-amo utilizada no presente estudo. A concentracdo de
plaquetas observada nas amostras de PRP-amo foi aumentada em 2,9 vezes, que ndo é
considerada uma concentracdo ideal de plaquetas para que o PRP apresente um bom efeito
terapéutico, de acordo com Marx et al. [4]. Contudo, 0 aumento da neoformacdo dssea
observado neste grupo, semelhante ao do Grupo PRP-sp, pode ter ocorrido devido a acdo
conjunta das plaquetas com as CTMs presentes no AMO. As CTMs possuem o potencial de
diferenciarem-se de células imaturas a células semelhantes a osteoblastos na presenca de
diversos FCs (fator de crescimento derivado das plaquetas, fator de crescimento
transformador, fator de crescimento semelhante a insulina e fator de crescimento vascular
endotelial) presentes no PRP [18]. Portanto, o uso de um “coquetel” de varios tipos celulares
pode ter um efeito positivo. Os FCs providos pelas plaquetas estimulam células dentro e fora
do sitio cirdrgico a trabalharem vigorosamente para osteoinducdo, osteoconducdo e
angiogénese [22].

Grageda [26] propds um protocolo padronizado para futuros estudos avaliando os efeitos
bioldgicos do PRP-sp e, como parte deste protocolo, sugeriu que estes estudos fossem
realizados em modelos experimentais que permitissem a coleta de uma boa quantidade de
sangue para o preparo adequado do PRP. No presente estudo, o protocolo de preparo do PRP-
sp foi realizado de acordo com o proposto por Messora et al. [23], com coleta de 3,15 ml de
sangue periférico, o que permitiu a obtencdo de aumento médio de 4,8 vezes na concentracdo

de plaquetas nas amostras de PRP-sp. Contudo, para o preparo do PRP-amo, o volume
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méaximo de AMO que se conseguiu coletar no modelo animal utilizado neste estudo foi o de 1
ml, obtendo-se um aumento médio de 2,9 vezes na concentracao de plaquetas nas amostras de
PRP-amo. Portanto, este pequeno volume de AMO pode ter influenciado a eficiéncia da
técnica de preparo do PRP-amo em relacdo a concentracdo de plaquetas e, também, em
relacdo a concentracdo de CM. Estudos adicionais sdo necessarios para estabelecer e
padronizar um protocolo adequado de preparo do PRP-amo. Sabe-se que o PRP-sp
considerado “terapéutico” ¢ aquele que apresenta uma concentracdo de plaquetas de
aproximadamente 390% quando comparado ao sangue periférico [4]. Contudo, a
concentracdo ideal de plaquetas e de CM para se obter um efeito “terapéutico” do PRP-amo
ainda devera ser estabelecida em futuros estudos.

Um segundo aspecto sugerido por Grageda [26] para o protocolo padronizado de futuros
estudos sobre os efeitos biologicos do PRP € a avaliacdo da correlagdo entre a andlise
histomorfométrica e o numero de plaguetas das amostras de PRP. No presente estudo,
correlagdes estatisticamente significativas ndo foram observadas entre a AO e a contagem de
plaguetas das amostras de PRP dos grupos PRP-amo, OA/PRP-sp e OA/PRP-amo. Devido ao
potencial regenerativo do PRP ser certamente dependente dos seus niveis de FCs, pode-se
inferir que esses resultados suportam os achados de Weibrich et al. [32], que demonstraram
que tanto a contagem de plaquetas do sangue periférico como a do PRP ndo sdo previsores
confidveis dos niveis de FCs resultantes no PRP. Estes resultados sdo também corroborados
por estudos recentes que tém observado diferencas nos niveis de FCs nas amostras de PRP
com a mesma concentracdo de plaquetas [33,34]. No presente estudo, contudo, foi observada
correlacdo estatisticamente significativa entre a AO e a contagem de plaquetas das amostras
de PRP do Grupo PRP-sp. Uma possivel hipotese para explicar este resultado seria a de que,

especificamente neste grupo de animais, apesar da selecdo aleatoria dos mesmos, possam ter
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ocorrido similaridades nos niveis de FCs nas amostras de PRP. Estudos adicionais avaliando a
correlacdo entre FCs e a analise histomorfométrica sdo necessarios.

A associacdo do PRP-amo ao enxerto de OA ndo resultou em maior neoformacao 6ssea que a
observada no grupo tratado somente com OA. Uma das possiveis explicacBes para este
resultado seria a proporcdo de enxerto de OA/PRP-amo utilizada. Segundo Nagata et al.
[35,36] a proporcéo de enxerto de OA/PRP-sp influencia o reparo 6sseo em DTC em calvaérias
de ratos. No estudo histométrico de Nagata et al. [36], a maior neoformacédo 0ssea foi obtida
no grupo em que se utilizou a proporcdo de OA/PRP de 1/5, ou seja, a mesma proporcao
utilizada neste estudo para os grupos OA/PRP-sp e OA/PRP-amo. Contudo, deve-se
considerar que, apesar das médias de contagem de plaquetas das amostras de AMO (428,06 +
81,92 x 10% do presente estudo e das amostras de SP (474,80 + 80,38 x 10%) do estudo de
Nagata et al. [36] terem sido semelhantes, a concentracdo de plaquetas obtida no PRP-amo do
presente estudo foi muito menor (2,9 vezes) que a obtida no PRP-sp (5,7 vezes) do estudo de
Nagata et al. [36], o que, provavelmente, inferiu nos resultados obtidos. Nao existem ainda
relatos de estudos padronizados que demonstrem a proporcdo adequada de enxerto de
OA/PRP-amo para que esta associacdo apresente efeitos terapéuticos significativos nos
procedimentos regenerativos.

Diversos estudos demonstraram efeitos bioldgicos positivos da associacdo de enxerto de OA e
PRP-sp no reparo 0sseo, principalmente nos estagios precoces da cicatrizacdo [35-38]. No
presente estudo, o aumento da AO no Grupo OA/PRP-sp quando comparado ao Grupo OA
(Tabela 1, Fig. 6) também indicou uma clara tendéncia, apesar de diferencas estatisticamente
significativas ndo terem sido observadas. A principal justificativa para a adicdo de PRP ao
enxerto de OA é que altas concentracdes de plaguetas em uma ferida dssea irdo aumentar a
concentracdo local de fatores de crescimento secretados e, subsequentemente, aumentar a

resposta de cicatrizacdo 6ssea inicial [38]. O potencial benéfico dessa associacdo de enxerto
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de OA e PRP-sp na regeneracdo 6ssea foi também demonstrado, no presente estudo, pelo
aumento significativo da AO no grupo OA/PRP-sp quando comparado ao grupo PRP-sp.

Atualmente, este estudo parece ser o primeiro a avaliar histomorfometricamente o efeito do
PRP-amo usado isoladamente ou associado ao enxerto de OA no reparo 6sseo de DTC criados
cirurgicamente em calvéria de ratos. O uso de CTMs na engenharia tecidual e medicina
regenerativa futuras para substituir modalidades terapéuticas convencionais, tem sido objeto
de interesse crescente em diferentes areas [39]. O presente estudo indicou a potencialidade
desta nova modalidade terapéutica. Contudo, muitos estudos ainda serdo necessarios para a

sua completa avaliacéo.

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que todos os tratamentos realizados
potencializaram o reparo 0sseo em DTC em calvéarias de ratos. A associacdo enxerto de

OA/PRP-sp demonstrou uma tendéncia de apresentar a maior AO.
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Fig. 1. Puncéo da crista iliaca esquerda do animal para coleta do AMO (A). Obtencéo de

um volume total de 1 ml de medula de cada animal (B).
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Fig. 2. Esfregacos das amostras de SP (A) e de PRP-sp (B) mostrando plaquetas (setas
pretas) com morfologia normal. Esfregagos das amostras de AMO (C) e de PRP-amo
(D) mostrando plaquetas (setas pretas) e CM (setas vermelhas) com morfologia normal.

Pandtico. Aumento original 1000x.
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Fig. 3. Quantidade média de plaquetas/ul e desvios-padrdo nas amostras de SP,

PRP-sp, AMO e PRP-amo.
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Fig. 4. Quantidade média de CM/ul e desvios-padréo nas amostras de AMO e PRP-amo.
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Fig. 5. Visdes panoramicas dos defeitos cirargicos. Grupo C (A); Grupo OA (B); Grupo
PRP-sp (C); Grupo PRP-amo (D); Grupo OA/PRP-sp (E); Grupo OA/PRP-amo (F).

H&E. Aumento original 1,25x.
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Fig. 6. Médias (%) e desvios-padréo da Area de Osso (AO) para os grupos C, OA, PRP-

sp; PRP-amo; OA/PRP-sp; OA/PRP-amo aos 30 dias pos-operatorios.
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Tabelas

Tabela 1. Média (£DP) da AO dentro da area do defeito cirurgicamente criado, com

comparagao entre 0s grupos.

Grupo n Medias de AO (%) DP (%)
C 10 12,34 +2,51
OA 9 48,94° +3,91
PRP-sp 9 31,482 + 14,05
PRP-amo 9 35,382 +17,19
OA/PRP-sp 10 60,272° +9,12
OA/PRP-amo 9 44,19 + 16,49

% Comparado a C (p<0,05); ° Comparado a PRP-sp (p<0,05).

C= Controle; OA= 0Osso Autdgeno; PRP-sp= Plasma Rico em Plaquetas derivado do
Sangue Periférico; PRP-amo= Plasma Rico em Plaquetas derivado do Aspirado de

Medula Ossea; AO= Area de Osso; DP= Desvio-padrio.
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