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ﬂ Deus

Pela vida,

Por minha maravilhosa familia,

Por cada pessoa que colocaste em meu caminho,
Pela minha saude, disposicao e coragem,

Por ter me protegido nas minhas idas e vindas,
Por ter me iluminado e me dado inspiracao,
Pelos momentos de alegria,

Pelos momentos de aprendizado

Por me dar forcas nos momentos de fraqueza,
Por abrir minhas portas e permitir que eu atingisse meus
objetivos e sonhos,

Por guiar meus passos € me proteger...

Por seu infinito amor...
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/qos meus pais, Gilberfo e Maria Teresa

Obrigada por acreditarem em mim!
Por serem exemplos de amor incondicional, fé, dedicacao e luta,

Por abdicarem de seus sonhos para a realizacao dos meus...

Obrigada por terem me apoiado, em qualquer que fosse a
circunstancia...
Por sustentarem meus passos e por me protegerem, mesmo de

longe...

Vocés sao minha fortalezal

Meu porto seguro, meu refugio, minha inspiracao...

Minha eterna gratidao por tudo que enfrentaram para que este

sonho se tornasse realidade...

Muito obrigada por terem me ensinado os verdadeiros valores de
nossas vidas...
A vocés, minha admiracao, respeito e gratidao infinitos...

Amo voceésl

“Nos seus labores, o meu descanso... Nas suas preocupacoes, a
minha tranquilidade... Nas suas lutas, a minha vitoria... Nos seus
cabel os brancos, a minha juventude... Nas suas lagrimas, o meu

)

sorriso... Nas suas noites de insonia, os meus sonhos...’
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_/qo meu irmao, Bruno

Muito obrigada pelo apoio, incentivo, confianca e

cumplicidade...

Vocé ¢ meu companheiro. Sempre presente em meu coragao €
em meu pensamento...

Uma pessoa maravilhosa, batalhadora, honesta, esforcada ¢ que
sempre admirei.

Sempre procurando acompanhar meus passos...
Obrigada por cuidar dos nossos pais enquanto eu estive longe...
Por poder oferecer a eles o carinho que eu nao podia oferecer

todos os dias...

Obrigada por estar sempre ao meu lado.

Obrigada pelo seu amor, seu carinho e seus abracos...

“A forca da nossa amizade vence todas as diferencas...”

Te amol
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_/qo meu namorado e amigo, Caril

Dificil expressar em palavras tudo o que gostaria de lhe dizer...
Vocé acompanhou todas as fases deste ciclo que se encerra, e
muitos foram os momentos que estava ao meu lado para me
fortalecer e me estimular a seguir em frente. Hoje so tenho a lhe

agradecer...

Agradecer por seu companheirismo. Compartilhamos nesses 7
anos muito amor, respeito, cumplicidade, carinho, choros e
risos.... Identificamo-nos um com o outro, respeitamos as nossas
diferencgas e enxergamos no outro suas mais valiosas
qualidades...

Mas também soubemos compartilhar idéias ¢ pensamentos,
linhas e projetos de pesquisa, células, ratos, camundongos, frias

noites de laboratorio... Um pelo outro, em todos os momentos...

E cada momento valeu muito a penal! E ter vocé ao meu lado,
independente do humor ou do cansaco, tornou a caminhada

mais leve ¢ meu deu forca para persistir.

Obrigada por acreditar em mim. Por tornar meus dias mais
felizes. Por me ajudar a crescer. Por me apoiar na vida pessoal e
profissional.

Por estar presente... Simplesmente por estar presente...

Te amol
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\
_/q minha avo, Nair

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

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

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

A cada partida, a lagrima da béncao... A cada volta, o abraco

mais gostoso do mundo!

Sei que um dia teremos que enfrentar a sua auséncia,

E nesse dia ficara uma saudade dolorida, que de tao forte sera
uma feridal

Mas as lembrancgas estarao sempre gravadas na minha alma...
Lembrancas de seus olhos reluzentes de vida, de sonhos que nao

s¢ acabaram, de otimismo ¢ de amor...

“Cada ruga tua representa uma historia... Quantas experiéncias,
guantas histérias para contar... Quantos conselhos para dar ...
Quanta paciéncia para nos suportar... Esquece a sua vida, para
viver a nossa sempre chela de atencao, de carinho, de amor. Vocé
€ 0 meio termo, o equilibrio... A palavra de esperanca.. O colo
gue aninha... O ombro que apesar de cansado apaia...

Vocé é tudo de bom e de belo...”
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_/qos meus avos

Eduardo, Emilio e Antonia (in memorian)

Sei que por onde estiverem estarao olhando por mim...
Ajudando a dar cada passo novo, a enfrentar cada desafio.
Obrigada por terem acreditado nos meus sonhos comigo desde
crianca... Por me segurarem pelas maos quando minhas forcas
diminuiram...

Obrigada pelas oracdes valiosas que contribuiram para esta

vitoria e pelo carinho que sempre tiveram por mim!

A dedicacao incondicional... O amor que nao morre, nao

diminui e nao adoece...

“A forca da experiéncia e da juventude entrelaca nossos
coragdes! Nada nos separou e hada nos separara! Nem a morte e
nem a vida... Porgue estamos unidos em um plano divinamente
atemporal”.

ﬂos meus tios Carlos Augusto e Edson

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

Vocés sao muito importantes na minha vida.

Amo VoceésI
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_/qs minhas tias Elizete, Valéria, Rosemeire e Marisa

Vocés estiveram em todos os momentos comigo nesta jornada.
Acompanharam cada passo, as alegrias, as fraquezas, os
momento de dedicacao...

Rimos juntas e choramos juntas... Obrigada por serem minhas
companheiras e amigas. Por cuidarem de mim. Obrigada por
compreenderem minhas auséncias na familia, por toda
paciéncia e por quererem sempre o melhor para mim...

Vocés sao de importancia inestimavel na minha formagao como

pessoa € como profissionall

ﬂos meus primos: Leniza, Luciana, Ricardo e
Rodrigo

Vocés sao como verdadeiros irmaos para mim! E quanta
saudade eu senti nesses anos todos... Muitas foram as vezes que
estive ausente nos encontros de familia, e vocés souberam
compreender. Mas quando estdvamos juntos, as energias eram
renovadas, ¢ parecia que tudo se tornava mais facil.

Obrigada por sempre estarem ao meu lado, me apoiando € me
incentivando! Vocés foram essenciais em varios momentos deste
curso. Obrigada por cada momento de alegria, conversa,
cumplicidade, descanso e de bobeira que vivemos juntos... Que
pOsSsamos conservar para sempre nossos lacos de amizade e de

irmandade.
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_/q minha orientadora
Prof?. Dra. Maria José Hitomi Nagata:

Neste momento, o que sinto ¢ uma mistura de sentimentos: a
sensacao de saudades e uma profunda gratidao...

A senhora plantou em mim a semente da docéncia, pouco a
pouco... Cuidou desta semente com todo carinho durante todos
€sses anos...

Foi mestre, educadora, companheira, amiga, confidente.
Também foi séria, severa e exigente quando precisava ser,

Mas a cada momento de convivéncia, pude descobrir na senhora
uma pessoa grandiosal

A senhora despertou em mim os mais sublimes valores da
docéncia. Dedicou-se para me tornar uma pessoa melhor, como
profissional e como ser humana.

Pude vivenciar o que ¢ ser um docente, um pesquisador, um
responsavel por disciplina, um coordenador... Enfim, acho que
pude aprender muito mais do que oferecer... Mas deixo a certeza
de que cada aprendizado serd levado adiante, durante toda
minha vida, assim como o orgulho de ter-lhe tido como minha
orientadora.

Muito obrigada pela convivéncia e pela confianca em mim

depositada.

“O mestre €, antes de tudo, um corajoso. SO assim para se dispor

a buscar a maestria na trabalhosa arte de ser mestre”.
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ﬂos professores Alvaro Francisco Bosco e Valdir
Gouveia Garcia

Obrigada por acreditarem em mim e por me ajudarem a crescer.
Deixo neste agradecimento palavras alheias, mas que
transmitem tudo o que vocés foram para mim durante esses
anos, e que com certeza serao para os felizardos que nesta casa

1rao passar.

Muito Obrigadal

Ser Mestre é descobrir no outro a

beleza do sonhar e do amanhecer,
€ caminhar com o futuro
de todas as pessoas nas maos, , _
carregar o tom de todas as cores E vislumbrar o horizonte
e suavizar a tristeza de quem ainda muitas vezes perdido
n3o descobriu o saber . atras das cores do arco-iris,
Ser Mestre éter vez e voz na vida esealegrar coma vida que
do outro que aprende e ensina, renasce de suas ideias e viver
é mosgtrar o "caminho das pedras" todos os sonhos que e_mol durqm
e como passar por elas! avida alheia.

Ser Mestre éiluminar os caminhos
longos e os atalhos nem sempre
floridos e frios! E aprender e ensinar
como viver, como embaralhar e
acertar todas as cartas. E ensinar a
dar passos largos ou pequenos em
todas as direcdes, como dancar, sorrir
e ser feliz. Ser Mestre é mostrar o
acender das luzes nas trevas tortuosas
mas hecessarias do anoitecer

sombriol E ser maestro e compositor
de homens

Autora; Marilena Frade e suas obras maravilhosas.
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/qo professor ¢ amigo Michel Reis Messora

Enfim, “Doutora” (como vocé sempre me chamal). E devo muito
deste titulo a vocé. Durante todo o meu preparo para a Pos-
Graduacao, assim como durante todo o decorrer deste curso, nao
houve um momento em que vocé nao estivesse presente. Mesmo
depois de terminar seu Doutorado, distante, com tantos
compromissos, iniciando sua vida na docéncia, nos momentos
dificeis, vocé nunca deixou de estender as maos ¢ “cuidar” para
que tudo saisse da melhor forma. E hoje nao posso deixar de
reconhecer por toda a sua dedicagao para que eu concluisse este

sonho.

E foram tantos os nossos convivios e aprendizados até eu chegar
aqui! Idéias, discussoes, telefonemas (e quantos telefonemasl!!)...
Vocé foi meu professor, amigo, meu confidente... Dividimos as
alegrias e as angustias. Vibrou com minhas conquistas e sempre
me estimulou, com sua fome de pesquisal Sempre o tive como

um exemplo a ser seguido.

Es uma pessoa iluminada. Admiro muito sua fé e sua conduta
profissional. Obrigada por sua amizade e por dividir comigo
mais esta conquistal Nossa amizade tem um valor enorme para

mim.

“Amigos de verdade n&o esperam que 0s procuremos,
simplesmente se fazem presentes”. (Augusto Branco)
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A Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP, nas pessoas de sua Diretora Prof2. Dra. Ana Maria Pires
Soubhia ¢ Vice-Diretor Prof. Dr. Wilson Roberto Poi

Pela oportunidade de realizar este curso e esta pesquisa.

Ao Programa de Pos-Graduacao em Odontologia, nas pessoas de
sua Coordenadora Prof. Dra. Maria José Hitomi Nagata ¢ de

todo corpo docente pela contribuicao na minha formacao.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
~ CAPES

Pela concessao da Bolsa de Doutorado no ano de 2010.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo -
FAPESP

Pela concessao da Bolsa de Doutorado (Proc. Ne 10/15095-~9) no
periodo de 2011 a 2013.

Ao Departamento de Ciéncias Basicas, na pessoa do chefe de
departamento Claudio Aparecido Casatti
Pela contribuicao na realizacao das reacoes imunoistoquimicas

deste trabalho.

Ao Professor da Disciplina de Histologia ¢ Embriologia Dr.

Edilson Ervolino
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Contribuiu em todas as etapas deste trabalho. Muito obrigada
por sua dedicacao, comprometimento e cuidado com este
trabalho. Secus ensinamentos e sua postura frente a pesquisa
serao levados por mim como exemplos a serem seguidos. Muito
obrigada pela contribuicao na  andlise  histoldgica,
imunoistoquimica, e por todas as outras diversas contribuicoes
que foram realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho.
Obrigada por nossas conversas € por compartilhar minhas

conquistas sempre com entusiasmo e alegrial

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

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 ¢ pela
ajuda nos momentos dificeis. Foi um prazer poder trabalhar com

a senhora! Muito obrigada por tudo!

Ao Professor Dr. Stephen E. Fucini

Nossa convivéncia nos momentos de trabalho trouxe os EUA
para bem pertinho do Brasill Obrigada pela ajuda nas traducoes
e correcoes dos artigos cientificos. Pela preocupacao de sempre
estar agregando conhecimento quando esta presente. Obrigada
por compartilhar nossas idéias e dedicar-se para que tudo

ocorra da melhor forma.

A Professora Dra. Leticia Helena Theodoro
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Exemplo de educadora e pesquisadoral! Sua objetividade,
praticidade e competéncia como profissional me admiram.
Muito obrigada por toda ajuda dispensada e por sempre me

receber com tanto carinho nos momentos necessarios!

Ao Professor Dr. Juliano Milanezi de Almeida
Sempre disposto a ajudar e passar seus conhecimentos para nos
tornar grandes profissionais.

Muito obrigada pelos momentos de convivio € aprendizado!

Ao Professor Dr. Mario Taba Janior
Agradeco imensamente pela ajuda com meu pos-doutorado! O
Senhor me estendeu as maos em um momento decisivo de minha

vida. Muito obrigada pela acolhida em sua equipe de trabalho.

A minha grande amiga Natélia de Campos

Vocé ¢ para mim sindnimo de amor, respeito, cumplicidade e
confianca. Foi meu porto seguro durante todos esses anos de
Pos-Graduacao. Uma amizade que nasceu dentro da Periodontia
e permaneceu. Completamo-nos, fomos fortes nas nossas
fraquezas... Soubemos partilhar tudo, sempre pensando de que
forma uma poderia beneficiar a outra. Caminhamos juntas...
Escorregamos algumas vezes... Mas sempre fomos uma pela
outra...

Hoje a saudade ja machuca... Mas levarei comigo lembrancas
que estarao sempre acesas em meu coracao. E deixo a certeza de

que estarei na primeira fila para aplaudir o seu sucesso.
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A querida amiga Fldvia Furlaneto

£ bom saber que temos amigos em quem podemos confiar...
Pessoas que nos apoiam € nos acolhem com tanto carinho!
Apesar de toda a distancia, sempre se fez presente, participando
no que podia ajudar. Acompanhou minha caminhada durante
todo o periodo, sempre torcendo pelo meu sucesso! Obrigada
por sua preciosa amizade. Estaremos sempre juntas,
independente da distancial Sucesso na vida profissional e

pessoall

A querida amiga Paula Faleiros

Quantas descobertas e quantos bons momentos dividimos juntas!
Nossa aproximacao foi acontecendo aos pouquinhos e hoje vocé
ja ocupa um grande espaco em minha vida. Fez-me encarar
estes ultimos meses com mais leveza e se fez presente no que
fosse necessdrio para ajudar. Dividi com voc€ minhas indecisoes
e angustias e vocé sempre com uma forma bela de orientar os
pensamentos ou com uma palavra amiga para oferecer.

Obrigada por toda ajuda e por sua preciosa amizade!

A querida amiga Carolina Santinoni

Uma pessoa admiravell Sempre pronta para ajudar no que for
preciso. Dividimos muito trabalho, mas também muitos
momentos de alegria, de incertezas, de choro... Enfim, fomos
cumplices em todos os momentos. Nao ganhei somente uma
companheira de Pos-Graduacao. Ganhei uma companheira de

vida! Tivemos nossas divergéncias, mas sempre pensando no
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bem estar uma da outra. Hoje deixo aqui registrado meu sincero
agradecimento. Por todo auxilio na conclusao deste curso, por

sua amizade ¢ por todo carinho dedicado a mim... Obrigada!

Aos meus grandes amigos Kléber Gotzo e Sandra Volpato

Sempre torcendo pela minha vitorial 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.

A minha amiga Natélia Manrique

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

dividir comigo mais este momento de alegrial

As minhas amigas Jorgiana Sangalli e Caroline Vital

Pouco importa saber em que parte do mundo nossos amigos se
encontram, se podemos sentir na alma que dentro de nos e
dentro deles ha um espaco reservado que nada mais podera
preencher... Independente do tempo e da distancia, conseguimos
manter nossos lacos de amizade, e nos tornamos cada vez mais

fortes. Obrigada por todos os momentos vividos, por
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partilharmos nossas experiéncias, nossas dificuldades e nossas

conquistas umas com as outras. Amo Voces!

“E na amizade verdadeira que encontramos sinceridade,
lealdade, afinidade, cumplicidade, simplicidade, fraternidade...”

Aos meus companheiros de pds-graduacao: Erivan, Mariéllen,
Vivian, Natalia de Campos, Carolina ¢ Paula

Embora as afinidades sejam diversas, um sO ideal ¢
compartilhado, uma s6 meta é almejada... Obrigada por tudo o
que pude aprender com vocés! Sucesso em suas carreiras

profissionais!

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

Por sempre me acolherem tao bem em sua casa. Vocés sempre
estiveram preocupados com meu bem-estar ¢ 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 TUDOI!

Ao Sr. Vanderlei Santinoni e Ana Santinoni
Por todo o carinho e ajuda dedicada e por me permitirem dividir
com vocés momentos agradaveis em sua casa, junto a sua

familia.
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Ao meu amigo Samuel Moraes

Pelas conversas, pelas palavras de apoio e amizade. O nosso
convivio ¢ sempre muito especial e prazeroso. Obrigada pela
disponibilidade em sempre ajudar. Boa sorte e sucesso em sua

vida pessoal e profissionall

Ao meu amigo Alberto Kajimoto
Pelos bons momentos de convivio durante esses anos. Vocé
sempre esteve presente, acompanhando essa jornada e ajudando

no que fosse necessario. Obrigada por sua preciosa amizade...

Ao meu amigo Daniel Almeida
Por sempre estar presente disposto a ajudar. Obrigada por sua
dedicacao, carinho e amizade, e por poder dividir comigo mais

este momento especiall

Ao Dr. Mario Nagata e Sra. Herminia Nagata

Pelo carinho e atencao que sempre tiveram... E por sempre
estarem com a porta de sua casa aberta para quando fosse
necessario. Que Deus os abencoe...

OBRIGADAT

As estagidrias de iniciacdo cientifica Eduarda Belem e Gabriela
Leonardi
Pelos bons momentos de convivio e pela inestimavel ajuda na

realizacao deste trabalho.
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Ao querido amigo e funciondrio Odair Vicente
Sempre pronto para ajudar com muita alegria. Muito obrigada

por sua eficiéncia, dedicacao e preocupacao com nossas tarefas.

Ao amigo e funciondrio Joilson de Barros

Muito obrigada por toda ajuda a mim dedicada, pelo
companheirismo nos momentos de trabalho e por cuidar tao
bem do dia-a-dia da Periodontia. Muito sucesso em sua vida

académica e profissionall

Aos funcionarios do Departamento de Cirurgia e Clinica
Integrada da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP,
Cleide, Dirce, Gilmar, Paulo ¢ Renato

Pela convivéncia tao agradavel e pela disponibilidade em ajudar.

Aos funcionarios da Secao de Pdés-Graduacao da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP, Valéria, Diogo, Marina,
Lilian e Cristiane

Por terem me recebido sempre tao bem, com sorriso nos labios e
um bom-humor contagiante, independentemente de qualquer
contratempo... Pela eficiéncia e presteza de sempre,
fundamentais ao prosseguimento dos nossos trabalhos.

Muito obrigadal

Ao funcionario da Disciplina de Anatomia Arnaldo
Vocé ¢ o exemplo de profissional dedicado! Muito obrigada por
cuidar de meus animais. Por seu zelo e dedicacao para com cles.

Que Deus o abencoe...
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Aos funcionarios do Biotério da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba -~ UNESP, Alan, Camilo e Jodao Batista

Pela disponibilidade em ajudar sempre... Obrigadal
A todos os alunos de graduacao da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba -~ UNESP, pela convivéncia tao agradavel e

enriquecedoral

A todos os pacientes, pela confianca depositada em cada

atendimento.

A todos, que de forma direta ou indireta contribuiram na

realizacao deste trabalho.

Aos animais que sublimaram a prépria vida por um bem maior.
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"Hd homens que lutam um dia e sdo bons.
Ha outros que lutam um ano e sdo
melhores. Hd os que lutam muitos anos e
sdo muito bons. Porém, hd os que lutam

toda a vida.
Esses sdo os imprescindiveis."

(Bertolt Brecht)
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POLA, N.M. Avaliacdo do reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico

tratados com plasma rico em plaquetas ou com fibrina rica em plaquetas.
Estudo histomorfométrico e imunoistoquimico em calvarias de ratos [tese].

Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2013.

Este estudo avaliou a influéncia do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e da Fibrina Rica
em Plaquetas (FRP) no reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico (DTC) criados
cirurgicamente em calvarias de ratos. 90 ratos foram aleatoriamente divididos em 3
grupos: C (controle), PRP e FRP. Um DTC de 5 mm de diametro foi criado na calvaria
de cada animal. No Grupo C, o defeito foi preenchido com coagulo sanguineo somente.
Nos grupos PRP e FRP, os defeitos foram preenchidos com PRP e FRP,
respectivamente. Os animais foram eutanasiados aos 7, 15 ou 30 dias p6s-operatorios.
Anélises histomorfométrica e imunoistoquimica foram realizadas. A Area de Osso
Neoformado (AON) foi calculada como uma porcentagem da area total do defeito
original. Imunomarcac@es do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), fator de
transcricdo relacionado a Runt 2 (Runx2), proteina morfogenética 6ssea - 2 (BMP-2) e
fosfatase alcalina especifica do osso (BALP) foram realizadas. Células positivas para
PCNA e Runx2 foram quantificadas e as imunomarcacgdes para BMP-2 e BALP foram
semi-quantificadas. Os dados foram estatisticamente analisados. Aos 7 dias, 0 Grupo
PRP (10,74 + 4,80%) apresentou AON significativamente maior do que os grupos C
(0,86 £ 0,98%) e FRP (2,95 + 2,37%). Aos 15 dias, os grupos C, PRP e FRP
apresentaram AON similares (13,07 = 4,48%; 14,19 + 2,85%; 18,83 + 6,71%,
respectivamente). Aos 30 dias, 0s grupos PRP (32,75 = 7,39%) e FRP (28,73 + 10,67%)
apresentaram AON significativamente maior do que o Grupo C(13,55 + 4,62%). N&o
houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos PRP e FRP aos 30 dias.
Aos 7 dias, os grupos PRP e FRP apresentaram nimero de celulas PCNA-positivas
significativamente maior do que o Grupo C. Aos 15 dias, 0 Grupo FRP apresentou
numero de células PCNA-positivas significativamente maior do que os grupos C e PRP
e 0 Grupo PRP apresentou numero de células PCNA-positivas significativamente maior
do que o Grupo C. Aos 30 dias, 0 Grupo FRP apresentou nimero de células PCNA-
positivas significativamente maior do que o Grupo C. Aos 7 dias, o Grupo PRP
apresentou numero de células Runx2-positivas significativamente maior do que 0s

grupos C e FRP. Aos 15 dias, o Grupo FRP apresentou nimero de células Runx2-
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positivas significativamente maior do que o Grupo C. Aos 15 dias, o Grupo PRP
apresentou escores para BMP-2 significativamente maiores do que o Grupo C e aos 30
dias, os grupos PRP e FRP apresentaram escores para BMP-2 significativamente
maiores do que o Grupo C. Aos 30 dias, o Grupo PRP apresentou escores para BALP
significativamente maiores do que o Grupo C. Dentro dos limites deste estudo, pode-se
concluir que o PRP promoveu uma rapida diferenciacdo de células osteoprogenitoras,
resultando em formagdo 0ssea acelerada em defeitos de tamanho critico cirurgicamente
criados em calvaria de ratos quando comparado ao controle e FRP. Ambos, PRP e FRP,

resultaram em maior formacédo 6ssea que o controle aos 30 dias pds-operatorios.

Palavras-chave: animal, regeneracgdo 6ssea, plaquetas, fibrina
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Abstract

POLA, N.M. Bone healing in critical-size defects treated with either
Platelet-Rich Plasma (PRP) or Platelet-Rich Fibrin (PRF). A
histomorphometric and immunohistochemical study in rats. [thesis]. Aracatuba:
Unesp — Univ Estadual Paulista; 2013.

This study evaluated the influence of Platelet-Rich Plasma (PRP) and Platelet-Rich
Fibrin (PRF) on bone healing in surgically created critical-size defects (CSD) in rat
calvaria. 90 rats were randomly divided into 3 groups: C (control), PRP and PRF. A 5
mm diameter CSD was created in the calvarium of each animal. In Group C, the defect
was filled by blood clot only. In groups PRP and PRF, the defects were filled with PRP
and PRF, respectively. Animals were euthanized 7, 15 or 30 days postoperatively.
Histomorphometric and immunohistochemical analyses were performed. Newly formed
bone area (NFBA) was calculated as percentage of the total area of the original defect.
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), Runt-related transcription factor 2 (Runx2)
Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) and Bone Alkaline phosphatase (BALP)
immunohistochemical staining were performed. PCNA-positive and Runx2-positive
cells were quantified and BMP-2 and BALP immunostaining were semi-quantified.
Data were statistically analyzed. At 7 days, Group PRP (10.74 + 4.80) had significantly
greater NFBA than groups C (0.86 = 0.98) and PRF (2.95 + 2.37). At 15 days, groups C,
PRP and PRF presented similar amount of NFBA (13.07 + 4.48; 14.19 + 2.85; 18.83 +
6.71, respectively). At 30 days, groups PRP (32.75 + 7.39) and PRF (28.73 £ 10.67)
presented significantly greater NFBA than Group C (13.55 £ 4.62) and no significant
differences were observed between groups PRP and PRF. At 7 days, Groups PRP and
PRF showed a significantly higher number of PCNA-positive cells than Group C. At 15
days, Group PRF had a significantly higher number of PCNA-positive cells than groups
C and PRP; Group PRP had a significantly higher number of these cells than Group C.
At 30 days, Group PRF presented a significantly higher number of PCNA-positive cells
than Group C. At 7 days, Group PRP had a significantly higher number of Runx2-
positive cells than groups C and PRF. At 15 days, Group PRF presented a significantly
higher number of Runx2-positive cells than Group C. At 15 days, Group PRP had
significantly higher BMP-2 scores than Group C. At 30 days, groups PRP and PRF
presented significantly higher BMP-2 scores than Group C. At 30 days, Group PRP had
a significantly higher BALP scores than Group C. Within the limits of this study, it can
be concluded that PRP promoted faster differentiation of osteoprogenitor cells which
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resulted in accelerated bone formation in surgically created CSD in rat calvaria when
compared to control and PRF. Both PRP and PRF resulted in greater bone formation
than control at 30 days post-operative.

Keywords: animal; bone regeneration; platelets; fibrin
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Resumo

Este estudo avaliou a influéncia do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e da Fibrina Rica
em Plaquetas (FRP) no reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico (DTC) criados
cirurgicamente em calvérias de ratos. 90 ratos foram aleatoriamente divididos em 3
grupos: C (controle), PRP e FRP. Um DTC de 5 mm de diametro foi criado na calvéaria
de cada animal. No Grupo C, o defeito foi preenchido com codgulo sanguineo somente.
Nos grupos PRP e FRP, os defeitos foram preenchidos com PRP e FRP,
respectivamente. Os animais foram eutanasiados aos 7, 15 ou 30 dias pos-operatorios.
Anélises histomorfométrica e imunoistoquimica foram realizadas. A Area de Osso
Neoformado (AON) foi calculada como uma porcentagem da area total do defeito
original. Imunomarcacgdes do antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA), fator de
transcricao relacionado a Runt 2 (Runx2), proteina morfogenética dssea - 2 (BMP-2) e
fosfatase alcalina especifica do osso (BALP) foram realizadas. Células positivas para
PCNA e Runx2 foram quantificadas e as imunomarcacdes para BMP-2 e BALP foram
semi-quantificadas. Os dados foram estatisticamente analisados. Aos 7 dias, o Grupo
PRP (10,74 + 4,80%) apresentou AON significativamente maior do que os grupos C
(0,86 £ 0,98%) e FRP (2,95 + 2,37%). Aos 15 dias, os grupos C, PRP e FRP
apresentaram AON similares (13,07 * 4,48%; 14,19 + 2,85%; 18,83 £ 6,71%,
respectivamente). Aos 30 dias, os grupos PRP (32,75 + 7,39%) e FRP (28,73 = 10,67%)
apresentaram AON significativamente maior do que o Grupo C(13,55 + 4,62%). N&o
houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos PRP e FRP aos 30 dias.
Aos 7 dias, os grupos PRP e FRP apresentaram numero de células PCNA-positivas
significativamente maior do que o Grupo C. Aos 15 dias, o0 Grupo FRP apresentou
namero de células PCNA-positivas significativamente maior do que os grupos C e PRP

e 0 Grupo PRP apresentou nimero de células PCNA-positivas significativamente maior
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do que o Grupo C. Aos 30 dias, 0 Grupo FRP apresentou nimero de células PCNA-
positivas significativamente maior do que o Grupo C. Aos 7 dias, 0 Grupo PRP
apresentou numero de células Runx2-positivas significativamente maior do que os
grupos C e FRP. Aos 15 dias, 0 Grupo FRP apresentou nimero de células Runx2-
positivas significativamente maior do que o Grupo C. Aos 15 dias, 0 Grupo PRP
apresentou escores para BMP-2 significativamente maiores do que o Grupo C e aos 30
dias, os grupos PRP e FRP apresentaram escores para BMP-2 significativamente
maiores do que o Grupo C. Aos 30 dias, 0 Grupo PRP apresentou escores para BALP
significativamente maiores do que o Grupo C. Dentro dos limites deste estudo, pode-se
concluir que o PRP promoveu uma rapida diferenciacdo de células osteoprogenitoras,
resultando em formacéo dssea acelerada em defeitos de tamanho critico cirurgicamente
criados em calvaria de ratos quando comparado ao controle e FRP. Ambos, PRP e FRP,

resultaram em maior formacédo 6ssea que o controle aos 30 dias pds-operatorios.

Palavras-chave: animal, regeneracéo 0ssea, plaquetas, fibrina
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1. Introducéao

A formacdo dssea requer a coordenacgdo de uma variedade de processos fisiologicos.
Esses processos envolvem sinais moleculares mediados principalmente por fatores de
crescimento (FC) e citocinas. Plaquetas contém diversos FC e citocinas que
desempenham papel fundamental na inflamac&o e reparo 6sseo [1,2]. Além disso,
também secretam fibrina, fibronectina e vitronectina, que atuam como moléculas de
adesao para migracao celular mais eficiente [3]. O uso de cola de fibrina [4] e
concentrados de plaquetas [5,6] durante procedimentos cirdrgicos € um conceito atual
de tratamento utilizado para acelerar a cicatrizacdo de feridas e a maturacéo de tecidos
[7,8].

Em 1998, Marx et al. [5] propuseram o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) autologo
como uma técnica economicamente viavel para obter-se uma alta concentracdo de FC.
Esses autores observaram maturacdo mais rapida dos enxertos 6sseos autégenos
associados ao PRP quando comparados aos enxertos sem PRP utilizados no tratamento
de defeitos mandibulares resultantes da remocéo de tumores benignos e malignos. A
racionalidade para o uso local do PRP esta, sobretudo, no fato de que plaquetas
autologas ativadas retidas na matriz de fibrina sdo uma fonte de sinais moleculares que
controlam crescimento e diferenciacdo celular através da liberacao de diversas proteinas
e outras moléculas biologicamente ativas [2].

Ap0s o estudo clinico pioneiro de Marx et al. [5], outros pesquisadores avaliaram 0s
efeitos do PRP associado a enxertos 6sseos e/ou biomateriais em modelos animais [9-
14] e em estudos clinicos [15-19]. Esses trabalhos, entretanto, tém demonstrado

resultados contraditérios em relacdo a formacao e maturacdo 0sseas.

Footnotes: 50
AT = Area Total

AON = Area de Osso Neoformado

FC = Fatores de Crescimento



Nos ultimos anos, a fibrina rica em plaquetas (FRP) de Choukroun tem ganhado amplo
espaco na literatura cientifica [20-22]. Classificada como a segunda geracao dos
concentrados de plaquetas, ela foi definida como um biomaterial autélogo formado por
matriz de fibrina rica em plaquetas e leucdcitos [23]. Tém sido descritos efeitos
benéficos de varios tipos de aplicacGes clinicas da FRP em cirurgias orais e
maxilofaciais, tais como em cirurgias de levantamento de seio maxilar [22,24,25],
preenchimento de alvéolos dentais [21], cirurgias de aumento de rebordo para instalacdo
de implantes [26,27] e no tratamento cirdrgico de defeitos periodontais, tais como em
defeitos periodontais infra-6sseos [28,29] e em defeitos de furca [30]. Outras aplicagdes
clinicas da FRP tém sido descritas, também, na area da medicina, tais como em
cirurgias de ouvido, nariz e garganta [31,32] e em cirurgias plasticas faciais [33].
Estudos in vitro avaliando os efeitos da FRP na proliferacdo e diferenciacédo de
osteoblastos [34-36], bem como no cultivo de células-tronco mesenquimais derivadas
de tecido 6sseo da cavidade bucal [23] e de células periosteais humanas [37], relataram
resultados positivos, sugerindo que o uso dessa matriz pode promover beneficios na
regeneracdo ossea.

Diferentemente das outras técnicas de preparo dos concentrados de plaquetas, a técnica
para o preparo da FRP n&o requer o uso de anticoagulantes ou ativadores, como a
trombina bovina. O sucesso dessa técnica depende inteiramente da velocidade de coleta
do sangue e transferéncia do mesmo para centrifugacéo [38]. Ao contrario do PRP, a
FRP ndo se dissolve rapidamente apos a aplicacdo. A forte matriz de fibrina é
lentamente remodelada de forma semelhante ao coagulo sanguineo natural [39], o que
Ihe confere uma arquitetura fisioldgica favoravel para suportar o processo de

cicatrizacdo [38].

o1



O desenvolvimento recente dos concentrados de plaquetas para o uso cirirgico é uma
evolucéo das tecnologias das colas de fibrina utilizadas ha muitos anos [40]. Sabe-se
que as plaquetas desempenham um papel crucial ndo apenas na hemostasia, mas
também no processo de cicatrizagdo de feridas [37]. Dentro deste contexto e,
considerando os resultados clinicos favoraveis obtidos tanto com o PRP como com a
FRP [19,29,41], torna-se importante avaliar e comparar os efeitos biolégicos e 0s
mecanismos moleculares relacionados ao uso do PRP e da FRP nos procedimentos
regenerativos 6sseos.

O proposito do presente estudo foi avaliar o reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico
(DTC) criados cirurgicamente em calvarias de ratos e tratados com plasma rico em
plaquetas (PRP) ou com fibrina rica em plaquetas (FRP). Esta avaliacdo consistiu de
analise histomorfométrica e imunoistoquimica para deteccdo do antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA), um marcador de células em proliferacdo; do fator de
transcricao relacionado a Runt 2 (Runx2), um biomarcador que evidencia a
diferenciacéo de células osteoprogenitoras em osteoblastos; da proteina morfogenética
0ssea - 2 (BMP-2), um dos fatores de crescimento com a mais potente acao osteogénica;
e da fosfatase alcalina especifica do osso (BALP), uma hidrolise pirofosfatase que gera
o fosfato inorgénico requerido para a geracdo e deposicao da hidroxiapatita durante o

processo de mineraliza¢do do 0sso.

2. Materiais e Métodos

2.1. Modelo Experimental
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O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio
Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba, Universidade
Estadual Paulista — UNESP (2010-005123). Foram utilizados 90 ratos machos (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar), com idade entre 5 e 6 meses, pesando entre 350 e 450 g
(UNESP, Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba). Eles foram
aleatoriamente divididos em 3 grupos experimentais: C (controle), PRP (Plasma Rico
em Plaquetas) e FRP (Fibrina Rica em Plaquetas). Cada grupo foi subdividido em 3

subgrupos (n=10), para eutanasia aos 7, 15 ou 30 dias p6s-operatorios.

2.2. Preparo do PRP

Os animais do Grupo PRP foram anestesiados por injecdo intramuscular de xilazina (6
mg/kg de peso corporal) e quetamina (70 mg/kg de peso corporal). Imediatamente antes
da realizacdo dos procedimentos cirargicos, foram coletados 3,15 ml de sangue de cada
animal via puncao cardiaca, utilizando uma seringa descartavel de 5 ml contendo 0,35
ml de citrato de sédio a 3,2% como anticoagulante.

O preparo do PRP foi realizado de acordo com o protocolo de Messora et al. [42]: cada
amostra coletada foi inicialmente centrifugada a 160 G por 20 minutos, a temperatura de
22°C, para separar o plasma contendo as plaquetas das células vermelhas (Hermle
Z323K, Hermle Labortechnik GmbH., Wehingen, Baden-Wurttemberg, Alemanha). O
plasma foi pipetado e centrifugado a 400 G por 15 minutos, a temperatura de 22°C, para
separar as plaguetas. O Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi pipetado do topo,

deixando o PRP e o buffy coat (Fig. 1A).

2.3. Preparo da FRP
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Os animais do Grupo FRP foram anestesiados usando o mesmo protocolo descrito para
0 Grupo PRP. Imediatamente antes da realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, foram
coletados 3,0 ml de sangue de cada animal via puncéo cardiaca, utilizando uma seringa
descartavel de 5 ml, sem a adi¢do de anticoagulante.

O preparo da FRP foi realizado de acordo com uma adaptagéo do protocolo de Dohan et
al. [38]: cada amostra coletada foi imediatamente centrifugada a 400 G durante 12
minutos, a 22°C (Hermle Z323K, Hermle Labortechnik GmbH., Wehingen, Baden-
Wirttemberg, Alemanha). Um coégulo de fibrina (FRP) foi obtido na por¢éo
intermediéria do tubo, entre os corpusculos vermelhos localizados na porcao inferior e 0
plasma acelular (PPP) localizado na porgéo superior do tubo (Fig. 1B). Este PPP foi,
entdo, descartado e a FRP foi pingada do interior do tubo e separada da porcéo de

corpusculos vermelhos com o uso de uma lamina de bisturi numero 15.

2.4. Procedimentos cirdrgicos

Os animais do Grupo C foram anestesiados utilizando o0 mesmo protocolo descrito para
0s grupos PRP e FRP. Apds preparo antisséptico, foi realizada uma incisao semilunar na
regido anterior da calvaria e um retalho de espessura total foi rebatido em direcéo
posterior. Um defeito de tamanho critico (DTC) de 5 mm de didmetro foi criado com
uma trefina acoplada em uma peca de mao de baixa rotacao, sob irrigacdo abundante
com solugdo salina estéril. Uma marcag@o no formato de “L” foi feita 2 mm anterior e
outra 2 mm posterior as margens do defeito cirdrgico utilizando uma broca carbide
tronco-conica e um guia cirdrgico. As marcagdes foram preenchidas com amélgama.

Estas marcacOes foram usadas para identificacdo do centro do defeito cirdrgico original
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durante o processamento laboratorial e, também, para localizar precisamente as suas
margens 6sseas originais durante a anélise histométrica [42].

No Grupo C, o defeito cirurgico foi preenchido somente com codgulo sanguineo. No
Grupo PRP, o defeito foi preenchido com o PRP. No Grupo FRP, o defeito foi
preenchido com a FRP. Os tecidos moles foram, ent&o, reposicionados e suturados para
obter-se um fechamento primario da ferida. Cada animal recebeu, no p6s-operatério
imediato, injecdo intramuscular de 24.000 Ul de penicilina G-benzatina (Pentabiotico*

Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge® Saude Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil).

2.5. Protocolos de aplicacdo do PRP e da FRP

50 pl de PRP foi ativado com 1,25 pl de solucdo de cloreto de célcio a 10% (Calcium
Chloride 10% Solution, ScienceLab.com Inc., Houston, TX, EUA) na proporcéo de
0,05 ml de cloreto de calcio para cada 1 ml de PRP, imediatamente antes de sua
aplicacdo no defeito cirargico (Fig. 1C).

A FRP foi utilizada imediatamente ap0s a centrifugacéo ter sido finalizada, para evitar
que esta sofresse retracdo. Esta matriz de FRP, de tamanho padronizado (Fig. 1D), foi

aplicada no defeito cirargico com o auxilio de uma pinca clinica.

2.6. Contagem de plaquetas e leucdécitos

As contagens de plaquetas foram realizadas nas amostras de sangue periférico
submetidas ao preparo do PRP (SPprp) € da FRP (SPerp) €, também, nas amostras de
PRP. As contagens de leucécitos foram realizadas nas amostras de SPgge.

As amostras de SPerp Utilizadas para realizar as contagens de plaquetas e leucdcitos

foram obtidas de 10 animais distintos daqueles utilizados para os procedimentos
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experimentais do Grupo FRP. Esse protocolo foi necessario devido ao fato de que, nos
animais desse grupo, as amostras de sangue periférico, por ndo conterem anticoagulante,
tinham que ser coletadas e imediatamente processadas para o preparo da FRP. Assim,
ndo havia tempo habil de realizar-se a avaliagdo das plaquetas e leucocitos nessas
amostras sem que houvesse prejuizo da qualidade da FRP obtida. 3,5 ml de sangue
foram coletados de cada um desses 10 novos animais, via puncgdo cardiaca, utilizando
uma seringa descartavel de 5 ml, sem a adi¢cdo de anticoagulante. 0,5 ml foi utilizado
para avaliagdo da contagem de plaquetas e leucdcitos e os restantes 3,0 ml foram
utilizados para o preparo de FRP para analise de sua citoarquitetura.

Liquido de Brecher foi usado para lisar os eritrdcitos e diluir as amostras de SPprp,
SPere € PRP com o objetivo de avaliar as plaquetas. Liquido de Turk foi usado para
diluir as amostras de SPgrp para avaliar os leucocitos. As plaquetas e leucocitos foram
contados manualmente, em uma cdmara de Neubauer. Além disso, esfregacos das
amostras de SPprp, SPerp € PRP foram corados com “Panético Rapido LB” (LaborClin,
Pinhais, PR, Brasil) para avaliar a morfologia das plaquetas. Esfregacos de SPerp
foram também corados com “Pandtico Répido LB” para avaliar a morfologia dos

leucocitos.

2.7. Estudo da citoarquitetura da FRP

Amostras adicionais de FRP foram preparadas exclusivamente para a avaliacdo da
composicdo celular e citoarquitetura deste biomaterial. Estas amostras foram preparadas
seguindo 0 mesmo protocolo descrito para o preparo de FRP dos animais do Grupo,
utilizando os 3 ml de sangue obtidos de cada um dos 10 animais utilizados para

contagem de plaquetas e leucdcitos das amostras de SPerp.

56



2.8. Processamento Tecidual

Os animais foram eutanasiados aos 7, 15 ou 30 dias pos-operatorios. A area do defeito
cirargico original e os tecidos circunjacentes foram removidos em bloco. Ap6s
descalcificago inicial em solugdo de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%,
cada espécime foi dividido longitudinalmente em dois blocos, exatamente ao longo do
centro do defeito cirargico original, usando-se 0s maiores eixos de cada marcagdo em
formato de “L” como referéncia. Cortes transversais foram entdo realizados usando o
menor eixo de cada marcag@o em “L” como referéncia, permitindo a identificagdo
precisa das margens do defeito cirtrgico original durante os procedimentos de analises
de imagens [42]. Ap6s um periodo de descalcificacdo adicional, as pecas foram
processadas e incluidas em parafina. Foram realizados cortes seriados com 5 um de
espessura na direcdo longitudinal, corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) para
analise histomorfométrica ou submetidos a técnica da imunoperoxidase indireta. Para as
reacGes imunoistoquimicas, os cortes histoldgicos foram desparafinizados e reidratados
através de uma série graduada de etanol. Para recuperacdo antigénica, as laminas foram
incubadas em uma solugdo tampéo (Diva Decloaker®, Biocare Medical, CA, USA), em
camara pressurizada (Decloaking Chamber™, Biocare Medical, CA, USA), a 95°C, por
10 minutos. No final de cada etapa da reacdo imunoistoquimica, as laminas histologicas
foram lavadas com solucéo tampéo fosfato salino (0,1 M, pH 7,4). Posteriormente, as
laminas foram imersas em perdxido de hidrogénio a 3% por 1 hora e, entdo, em soro
albumina bovino a 1% por 12 horas, para blogqueio da peroxidase endégena e dos sitios
inespecificos, respectivamente. As laminas contendo amostras de cada grupo

experimental foram divididas em quatro lotes, sendo que cada lote foi incubado com um
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dos seguintes anticorpos primarios: anti-PCNA do rato gerado em camundongo (1:150;
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA), anti-Runx2 do rato gerado em coelho
(1:100; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-BMP-2 do rato gerado
em camundongo (1:100; Sigma-Aldrich Corporate Offices, St. Louis, MO, EUA) e anti-
BALP do rato gerado em coelho (1:150; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EUA). Os cortes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado por 2 horas e,
subsequentemente, tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz
forte - HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®, Dako
Laboratories, CA, EUA). A revelacdo foi realizada utilizando como cromdgeno o 3,3’-
tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA,
EUA) e a contracoloracdo com hematoxilina de Harris (para BMP-2 e BALP) ou Fast
green (para PCNA e Runx2). Todas as amostras foram acompanhadas por um controle
negativo (espécimes submetidos aos procedimentos descritos anteriormente,
suprimindo-se a utilizacdo dos anticorpos primarios).

Imediatamente ap0s seu preparo, as amostras adicionais de FRP foram fixadas em
formaldeido 4%, durante 24 horas. Seguiram-se, entdo, os procedimentos de lavagem,
desidratacéo, diafanizacdo, impregnacéo e inclusdo em parafina. Cortes seriados
longitudinais de 4 um de espessura foram realizados e corados com Hematoxilina e

Eosina (H&E).

2.9. Procedimento de analises das imagens
Foram selecionados 6 cortes histologicos, representando o centro do defeito cirargico
original, para as andlises histomorfométrica (2 cortes) e imunoistoquimica (4 cortes).

Essas analises foram realizadas por um examinador calibrado e cego aos tratamentos
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realizados (“Imagelab 2000 software, Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande
do Sul, SP, Brazil).

Critérios propostos por Messora et al. [42] foram utilizados para padronizar a analise
histomorfométrica das imagens digitais. Resumidamente, a area total (AT)
correspondeu a area inteira do defeito original e foi considerada 100% da area a ser
analisada. A area de osso neoformado (AON) foi calculada como uma porcentagem da
AT.

Critérios propostos por Nagata et al. [43] foram utilizados para padronizar a analise
imunoistoquimica das imagens digitais para as proteinas PCNA e Runx2.
Resumidamente, a area total (AT) correspondeu a area inteira do defeito original.
Células PCNA-positivas e Runx2-positivas foram quantificadas dentro dos limites da
AT.

Uma modificacdo dos critérios estabelecidos por Faria et al. [44] foram utilizados para
padronizar a analise imunoistoquimica das imagens digitais para as proteinas BMP-2 e
BALP. Os seguintes escores foram considerados: [0] auséncia de imunomarcacéo, [1]
baixo padréo de imunomarcacao - imunorreatividade presente em aproximadamente 1/4
das células ou menos e a matriz extracelular apresenta fraca marcacao; [2] moderado
padrdo de imunomarcacdo - imunorreatividade presente em aproximadamente metade
das celulas e a matriz extracelular apresenta fraca marcacéo; [3] alto padréo de
imunomarcacao - imunorreatividade presente em aproximadamente 3/4 das células ou

mais e a matriz extracelular apresenta moderada marcacao.

2.10. Andlise Estatistica

59



Para a contagem de plaquetas e leucdcitos nas amostras de SPegrp, foi verificada a
distribuigéo de frequéncia simples dos dados pelo Teste de Shapiro-Wilk. Foram
determinadas as classes e intervalos especificos. Os dados foram representados em
histogramas e poligonos de frequéncia.

Para as analises histomofométrica (AON) e imunoistoquimica quantitativa (nGmero de
células PCNA-positivas e nimero de células Runx2-positivas), foram verificadas a
normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias. A significancia das
diferengas entre os grupos foi determinada pela analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo Teste de Tukey post hoc quando a ANOVA sugeriu uma diferencga significativa
entre os grupos (p < 0,05).

Para a analise imunoistoquimica semi-quantitativa (imunomarcacdes para BMP-2 e
BALP), os escores obtidos foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis (TKW)
seguido pelo Teste de Dunn post hoc, quando o TKW sugeriu uma diferenca

significativa entre os grupos (p < 0,05).

3. Resultados

3.1. Analise da contagem de plaquetas e leucdcitos

Plaquetas e leucdcitos exibiram morfologia normal (Fig. 1E). A média da contagem de
plaguetas das amostras de SPprp foi de 648,25 + 206,15 x 10° plaquetas/ul. A média da
contagem de plaquetas das amostras de PRP foi 3184,75 + 728,73 x 10° plaquetas/pl
(Fig. 2A). Portanto, a concentracdo de plaquetas no PRP foi aproximadamente 5 vezes
maior que aquela do sangue periférico. As médias das contagens de plaquetas e
leucécitos nas amostras de SPrre foram 537,3 + 73,2 x 10° plaquetas/pl ¢ 6,89 + 0,95 x
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10° leucécitos/pl. As distribuicdes dos valores das contagens de plaquetas e leucécitos

nas amostras de SPerp estéo representadas nas Figs. 2B e C.

3.2. Andlise da citoarquitetura da FRP

A coloragdo de hematoxilina e eosina permitiu a identificagdo dos componentes basicos
da FRP: matriz de fibrina, agregados de plaquetas e leucdcitos, eritrécitos (Fig. 1F). A
matriz de fibrina mostrou-se como uma complexa e entrelacada trama, bastante
homogénea e com leve acidofilia. Na camada intermediéaria, localizada entre a matriz de
fibrina e os eritrdcitos, encontravam-se 0s agregados de plaquetas, com acidofilia mais
acentuada e os variados tipos de leucdcitos, com forte basofilia. A camada residual de
eritrocitos apresentou-se com acidofilia intensa e alguns raros leucécitos foram

observados incorporados nesta camada.

3.3. Analise histoldgica qualitativa

Grupo C: Aos 7 dias pdés-operatorios, o defeito cirirgico mostrava-se em sua maior
parte preenchido por tecido conjuntivo frouxo, composto por uma delicada rede de
fibras colagenas, orientadas paralelamente a superficie do defeito. Muitos fibroblastos e
vasos sanguineos, poucos leucdécitos polimorfonucleares e quantidade moderada de
células inflamatdrias mononucleadas e eritrocitos foram observados entre as fibras
colagenas (Fig. 3A). Aos 15 e 30 dias pds-operatorios, os aspectos histoldgicos dos
espécimes foram muito similares. A neoformacao dssea restringiu-se a uma estreita
faixa de tecido 6sseo imaturo nas bordas do defeito. Aos 30 dias pds-operatorios, o
tecido 6sseo ocupava menos de um terco da extensdo do defeito na maioria dos

espécimes (Fig. 3B). O defeito apresentou-se em sua maior parte preenchido por tecido
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conjuntivo com grande quantidade de fibras colagenas, orientadas paralelamente a sua
superficie, moderada quantidade de fibroblastos, muitos vasos sanguineos (Fig. 3B) e
algumas células inflamatérias.

Grupo PRP: Aos 7 dias p6s-operatérios, a por¢do central do defeito mostrava-se
ocupada por tecido conjuntivo denso modelado, com grande quantidade de fibras
colagenas, orientadas paralelamente a sua superficie (Fig. 3C). Tais fibras sustentavam
uma moderada quantidade de fibroblastos, muitos vasos sanguineos e células
inflamatdrias, predominantemente mononucleadas. Grande quantidade de
remanescentes do PRP foram observados incorporados ao tecido conjuntivo. Aos 15
dias pds-operatorios, o tecido conjuntivo denso modelado ainda abrigava, além de
fibroblastos e vasos sanguineos, poucas células inflamatorias e remanescentes do PRP,
que estavam restritos a pequenos grupamentos de eritrdcitos. Aos 30 dias pds-
operatorios, o centro do defeito ainda era ocupado por tecido conjuntivo fibroso, bem
organizado e intensamente vascularizado na maioria dos espécimes. Em todos 0s
periodos experimentais, o padrdo de neoformacao 6ssea progrediu das margens do
defeito em direcdo ao seu centro e a quantidade de tecido 6sseo neoformado aumentou
ao longo do tempo (Fig. 3D). Em grande parte dos espécimes foi observada grande
quantidade de osteoblastos com caracteristicas morfologicas de intensa atividade de
sintese de matriz 6ssea. Aos 7 e 15 dias pds-operatorios, o tecido 6sseo era composto
por uma rede de trabéculas de 0sso imaturo circunscrevendo amplos espacos medulares
(Fig. 3C). Aos 30 dias pbs-operatorios, o tecido 6sseo apresentou-se com trabéculas
Osseas mais espessas, circunscritas por pequenos espacos medulares contendo tecido

hematopoiético maduro (Fig. 3D). Dois espécimes apresentaram fechamento completo
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do defeito e os demais apresentaram neoformacdo dssea ocupando mais de 2/3 da
extensédo do defeito.

Grupo FRP: Aos 7 dias p6s-operatérios, a FRP ainda estava bem preservada e
adaptada ao defeito (Fig. 3E). Um tecido conjuntivo com poucas fibras colagenas e rico
em fibroblastos, células inflamatorias e vasos sanguineos envolvia por completo a FRP
(Fig. 3E). Células mesenquimais e inflamatorias invadiam o arcabougo da FRP. Aos 15
dias pds-operatorios, observou-se a desestruturacdo da FRP, restando apenas alguns
remanescentes isolados incluidos no tecido conjuntivo. O tecido conjuntivo
apresentava-se composto por grande quantidade de fibras colagenas e fibroblastos,
orientados paralelamente a superficie do defeito, muitos vasos sanguineos e alguns
focos de células inflamatdrias, principalmente mononucleadas. Finas trabéculas de
tecido dsseo imaturo, delimitando amplos espagcos medulares, foram observadas
progredindo das bordas do defeito em direcdo ao seu centro. Essas trabéculas 6sseas
mostravam-se repletas de osteoblastos em franca atividade. Aos 30 dias p6s-operatdrios,
a extensdo remanescente do defeito apresentava-se ocupada exclusivamente por tecido
conjuntivo fibroso bem estruturado, intensamente vascularizado, composto por grande
quantidade de fibras colagenas, moderada quantidade de fibroblastos e raras células
inflamatdrias. O tecido 0sseo imaturo neoformado ocupava mais de 2/3 do defeito na
maioria dos espécimes (Fig. 3F). As vertentes 6sseas voltadas para o centro do defeito

mostravam-se recobertas por osteoblastos em franca atividade (Fig.3F).

3.4. Imunolocalizacéo
A técnica imunoistoquimica empregada para a deteccdo de PCNA, Runx2, BMP-2 e

BALP mostrou alta especificidade na deteccdo dessas proteinas, o que foi comprovado
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pela auséncia total de marcagdo no controle negativo das rea¢fes imunoistoquimicas. As
células imunomarcadas apresentaram-se com coloracdo acastanhada confinada ao
compartimento nuclear, para PCNA e Runx2, e ao compartimento citosdlico, para
BMP-2 e BALP.

Em todos os grupos (C, PRP e FRP) e tempos experimentais, as distribui¢des das
células imunomarcadas seguiram padrdes semelhantes: a) as células PCNA-positivas
estavam presentes no tecido conjuntivo que preenchia o centro do defeito, nas
adjacéncias do tecido 6sseo neoformado (Figs. 4A-C), nos espacos medulares e no
peridsteo; b) as células Runx2-positivas estavam situadas nas adjacéncias da superficie
do tecido 6sseo neoformado, proximas aos osteoblastos (Figs. 4D-F); c) as
imunomarcac@es para BMP-2 estavam presentes predominantemente em osteoblastos,
osteocitos recém-diferenciados e, em menor intensidade, na matriz extracelular
adjacente a essas células (Figs. 5A-C); as imunomarcacgdes para BALP estavam
presentes predominantemente em osteoblastos, ostedcitos e, em menor intensidade, na

matriz extracelular adjacente a estas células (Figs. 5D-F).

3.5. Analise estatistica

As medias e os desvios-padrdo da AON para os grupos C, PRP e FRP, assim como 0s
resultados das comparagdes intergrupos estdo apresentados na Fig. 6. As comparagoes
intragrupos apresentaram as seguintes diferencas estatisticamente significativas: a) os
grupos C e FRP apresentaram AON maior aos 15 e aos 30 dias que aos 7 dias
(p<0,001); b) os grupos PRP e FRP apresentaram AON maior aos 30 dias que aos 15
dias (p<0,001 e p<0,05, respectivamente); ¢) o Grupo PRP apresentou AON maior aos

30 dias que aos 7 dias (p<0,001).
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As medias e os desvios-padrdo do nimero de celulas PCNA-positivas e Runx2-positivas
para 0s grupos C, PRP e FRP, assim como os resultados das comparagdes intergrupos
estéo apresentados na Fig. 7. As comparagdes intragrupos apresentaram as seguintes
diferencas estatisticamente significativas: a) os grupos C, PRP e FRP apresentaram
numero de células PCNA-positivas maior aos 7 dias que aos 30 dias (p<0,001; p<0,001
e p<0,01, respectivamente); b) os grupos PRP e FRP apresentaram nimero de células
PCNA-positivas maior aos 15 dias que aos 30 dias (p<0,01); ¢) o Grupo PRP apresentou
numero de células PCNA-positivas maior aos 7 dias que aos 15 dias (p<0,001); d) os
grupos C, PRP e FRP apresentaram nimero de células Runx2-positivas maior aos 30
dias que aos 7 dias (p<0,01; p<0,05 e p<0,001, respectivamente); e) os grupos C e FRP
apresentaram numero de células Runx2-positivas maior aos 15 dias que aos 7 dias
(p<0,05 e p<0,01, respectivamente).

As frequéncias dos escores de imunomarcacdo de BMP-2 e BALP nos grupos C, PRP e
FRP, assim como os resultados das comparac@es intergrupos estdo apresentados na Fig.
8. As comparacdes intragrupos apresentaram as seguintes diferencas estatisticamente
significativas: a) os grupos PRP e FRP apresentaram escores para BMP-2 maiores aos
30 dias que aos 7 dias (p<0,001) e aos 15 dias (p<0,05 e p<0,01, respectivamente); b)
0s grupos PRP e FRP apresentaram escores para BALP maiores aos 30 dias que aos 7
dias (p<0,001); c) o Grupo FRP apresentou escores para BALP maiores aos 30 dias que

aos 15 dias (p<0,05).

4. Discussao

O desenvolvimento recente dos concentrados de plaquetas para o uso cirtrgico é uma
evolugdo das tecnologias das colas de fibrina utilizadas hd muitos anos [40]. Vérias
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técnicas para concentrados de plaquetas estdo disponiveis e cada método leva a um
produto diferente com usos potenciais e biologias diferentes [45].

No presente estudo, foram utilizados dois tipos de concentrados de plaquetas para o
tratamento de defeitos de tamanho critico (DTC) criados em calvarias de ratos: o PRP e
a FRP. Aos 7 dias pds-operatorios, o0 Grupo PRP apresentou AON significativamente
maior que os grupos C e FRP. Este aumento na formagdo 6ssea no Grupo PRP foi
possivelmente causado pela interacdo de células na dura-mater dos defeitos cirurgicos
com uma concentracdo aumentada de fatores de crescimento (FC) no PRP [46,47]. A
interacdo entre os FC e os receptores de superficie nas células alvo ativa uma via de
sinalizacdo intracelular que induz a producao de proteinas necessarias a0 processo
regenerativo (proteinas de proliferacdo celular, formacdo de matriz, producéo ostedide e
sintese de colageno) [47,48]. A concentracdo aumentada de FC nos sitios cirurgicos
certamente estimulou a proliferacéo celular, como pode ser confirmado pelo nimero
significativamente maior de células PCNA-positivas no Grupo PRP quando comparado
ao Grupo C. Além disso, o PRP estimulou, também, a diferenciacéo de células
osteoprogenitoras em osteoblastos, como pode ser constatado pelo numero
significativamente maior de células Runx2-positivas quando comparado aos grupos C e
FRP. Além dos FC, o PRP contém fibrina, fibronectina e vitronectina. Estas proteinas
agem como moléculas de ades&o celular para osteconducdo e como matriz para a
formacdo Ossea [47,49]. Além disso, as membranas plaquetéarias podem estimular a
atividade mitogénica de celulas 6sseas, contribuindo assim, para a regeneragéo de
tecidos mineralizados [50].

Na discussédo dos resultados observados aos 7 dias pos-operatdrios, deve-se ressaltar

que o Grupo PRP apresentou AON significativamente maior que o Grupo FRP. Uma
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possivel explicagdo para este resultado é que, diferentemente da FRP, o PRP deve ter
promovido um rapido aumento dos FC no sitio cirdrgico, pois foi ativado com o cloreto
de célcio, resultando em ativacdo plaquetaria, imediatamente antes de ter sido colocado
neste defeito. De acordo com Marx [46,47], nos 10 minutos iniciais apds a formacao do
codgulo, o PRP inicia a secrecdo dos FC e, dentro do periodo de 1 hora apo6s a ativagéo,
mais de 95% dos FC pré-sintetizados sdo secretados. Deve ser considerado ainda que,
apos esta grande liberacéo inicial de FC do PRP, as plaquetas sintetizam e secretam FC
adicionais durante os 7 dias restantes do seu ciclo de vida [47].

No presente estudo, os grupos PRP e FRP apresentaram AON significativamente maior
que o grupo controle aos 30 dias p6s-operatorios. Esse resultado do Grupo PRP
corrobora os achados de Messora et al. [42], que mostraram um aumento significativo
da formacdo 6ssea em DTC criados em calvarias de ratos e tratados somente com PRP
quando comparados ao Grupo Controle. Deve-se ressaltar que o Grupo FRP apresentou
AON significativamente maior que o Grupo C somente aos 30 dias pos-operatérios.
Este resultado parece indicar que todo o processo de proliferacao de células precursoras
de osteoblastos e suas diferenciacfes em osteoblastos estavam atrasados no Grupo FRP
quando comparado ao Grupo PRP. Esta hipotese é suportada pelos achados
imunoistoquimicos que mostraram que o0 Grupo FRP apresentou nimero de celulas
Runx2-positivas significativamente menor que o Grupo PRP aos 7 dias pos-operatérios.
Uma possivel explicacdo para esses resultados seria 0 tempo necessario para o inicio da
liberacdo dos FC pela FRP, que seria maior que o do PRP. Esta hipdtese é sustentada
pelos achados de um estudo in vitro, onde as caracteristicas bioldgicas do PRP e da FRP
na proliferacéo e diferenciacéo de osteoblastos de ratos foram comparadas, e observou-

se que o pico de liberacdo de FC na FRP esta atrasado quando comparado a aquele no
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PRP [34]. A FRP é uma matriz de fibrina na qual as citocinas plaquetéarias estdo
aprisionadas [51] e podem ser liberadas apds certo tempo [52]. Estudos tém
demonstrado que a FRP possui uma liberagéo lenta e sustentada muito significativa de
FC essenciais, por no minimo uma semana [20,35] e até 28 dias [34], o que significa
gue a FRP poderia estimular o seu ambiente por um tempo significativo durante o
reparo tecidual [53]. Esta caracteristica foi também constatada no presente estudo, pois
o Grupo FRP foi o0 Gnico que manteve um namero significativamente maior de células
PCNA-positivas que o Grupo C aos 30 dias pds-operatorios.

Portanto, considerando os resultados histométricos observados no Grupo FRP, bem
como suas caracteristicas histologicas e imunoistoquimicas, pode-se sugerir que houve
uma demora na desestruturacdo da FRP, com a consequente liberacdo de FC e inicio da
diferenciacéo celular em um estagio mais tardio do reparo, quando comparada ao PRP.
Com relacdo a expressdo de BMP-2 no presente estudo, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos PRP e FRP, em todos 0s
periodos de analise. Tanto o PRP, como a FRP apresentaram escores para BMP-2
significativamente maiores que os do Grupo C aos 30 dias pos-operatorios. Estes
resultados, associados aos dados histométricos, comprovam que ambas as terapias
foram efetivas na formacéo de novo 0sso. No entanto, diferentemente do Grupo FRP, o
Grupo PRP apresentou escores para BALP significativamente maiores que aqueles do
Grupo C aos 30 dias p6s-operatdrios. Este resultado comprova gque o processo de reparo
0sseo estava mais adiantado nos espécimes do Grupo PRP.

No presente estudo, o protocolo de preparo do PRP foi realizado de acordo com o

proposto por Messora et al. [42], o que levou a obten¢do de um “PRP terapéutico”, pois
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apresentou concentragédo de plaquetas de aproximadamente 5 vezes maior que aquela do
sangue periférico [47].

Com relagdo ao protocolo de preparo da FRP no presente estudo, foram coletados 3 ml
de sangue periférico, o que corresponde a aproximadamente 12 % do volume sanguineo
de um rato com peso de 350g, ndo colocando em risco a vida do animal [54]. Deve-se
enfatizar que, mesmo com 0 uso deste pequeno volume de sangue, a citoarquitetura da
FRP obtida seguiu os padrdes que caracterizam a verdadeira FRP, relatados em estudos
anteriores [55].

Portanto, os resultados histomorfométricos e imunoistoquimicos do presente estudo
sugerem que tanto o PRP como a FRP foram terapias efetivas na promocao do reparo
0sseo de defeitos de tamanho critico em calvarias de ratos. No entanto, o PRP
promoveu uma aceleracdo da diferenciacdo osteoblastica e do reparo 6sseo quando
comparado a FRP. Este é um aspecto importante e desejado de uma terapia que objetiva
a reconstrucdo 6ssea, pois fazendo-se uma inferéncia clinica, o PRP poderia
proporcionar ao paciente uma mais rapida recuperacédo funcional do tecido 6sseo
perdido. Contudo, estudos clinicos controlados e randomizados sdo ainda necessarios
para avaliar os reais beneficios desta terapia no reparo 4sseo.

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o PRP promoveu uma rapida
diferenciacdo de células osteoprogenitoras, resultando em formacéo 6ssea acelerada em
defeitos de tamanho critico cirurgicamente criados em calvaria de ratos quando
comparado ao controle e FRP. Ambos, PRP e FRP, resultaram em maior formacéao

6ssea que o controle aos 30 dias pos-operatorios.
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Legendas de Figuras

Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3

Preparos, caracteristicas clinicas e histoldgicas do PRP e FRP. (A) PRP
e o buffy coat; (B) FRP na porc¢do intermediéria do tubo; (C) PRP
coagulado; (D) Matriz de FRP; (E) Esfregago do PRP mostrando
plaquetas (setas pretas) e leucdcito (seta vermelha) (Coloracédo de
Romanowsky - Panético); (F) Citoarquitetura da FRP: matriz de fibrina
(seta verde), agregados de plaguetas e leucdcitos (seta branca) e
eritrocitos (seta azul) (H&E). Barras de escala = 10 um para (E) e 100
um para (F). Abreviagdes e simbolos: FRP = Fibrina rica em plaquetas;
PRP = Plasma rico em plaquetas; seta azul = eritrocitos; seta branca =
agregados de plaguetas e leucdcitos; seta preta = plaqueta; seta verde =
matriz de fibrina; seta vermelha = leucdcito.

Contagem de plaquetas e leucocitos. (A) Média do nimero de
plaquetas/ul e desvios-padréo nas amostras de SPprp € PRP; (B)
Distribuicéo da frequéncia de plaquetas nas amostras de SPggrp; (C)
Distribuicdo da frequéncia de leucdcitos nas amostras de SPgrp.
Abreviagdes: SPrrp = Sangue periferico submetido ao preparo da FRP;
SPerp = Sangue periférico submetido ao preparo do PRP; PRP = Plasma
rico em plaquetas.

Visdes panoramicas e detalhadas dos defeitos cirtrgicos aos 7 e 30 dias
pos-operatérios. (A) Fotomicrografia do Grupo C aos 7 dias pos-
operatdrios; (B) Fotomicrografia do Grupo C aos 30 dias pés-
operatdrios; (C) Fotomicrografia do Grupo PRP aos 7 dias pos-

operatérios; (D) Fotomicrografia do Grupo PRP aos 30 dias pos-
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Fig. 4

Fig. 5

operatorios; (E) Fotomicrografia do Grupo FRP aos 7 dias p0os-
operatorios; (F) Fotomicrografia do Grupo FRP aos 30 dias p0s-
operatorios. H&E. Barras de escala = 100 um para (A), (C) e (E); 40 um
para (B), (D) e (F). Abreviacdes e simbolos: C = Controle; FRP =
Fibrina rica em plaquetas; ON = Osso Neoformado; PRP = Plasma rico
em plaquetas; TC = Tecido conjuntivo; TO =Tecido dsseo original; VS
= Vaso sanguineo; seta branca = oste(cito; seta preta = osteoblasto.
Imunomarcacdes para PCNA e Runx2 no defeito cirdrgico, aos 7 dias
poOs-operatdrios. Fotomicrografias mostrando células PCNA-positivas
(setas azuis) nos grupos (A) C, (B) PRP e (C) FRP. Fotomicrografias
mostrando células Runx2-positivas (setas pretas) nos grupos (D) C, (E)
PRP e (F) FRP. Fast-green. Barra de escala = 20 um. Abreviages e
simbolos: C = Controle; FRP = Fibrina rica em plaquetas; ON = Osso
neoformado; PCNA = Antigeno nuclear de proliferagdo celular; PRP =
Plasma rico em plaquetas; Runx2 = Fator de transcri¢do relacionado a
Runt 2; TC = tecido conjuntivo; seta azul = célula PCNA-positiva; seta
preta = célula Runx2-positiva.

Imunomarcagdes para BMP-2 e BALP no defeito cirdrgico, aos 30 dias
poOs-operatdrios. Fotomicrografias mostrando imunomarcacdes para
BMP-2 nos grupos (A) C, (B) PRP e (C) FRP. Fotomicrografias
mostrando imunomarcagdes para BALP nos grupos (D) C, (E) PRP e (F)
FRP. Hematoxilina de Harris. Barra de escala = 20 um. Abreviages e
simbolos: BALP = Fosfatase alcalina especifica do 0sso; BMP-2 =
Proteina morfogenética 6ssea 2; C = Controle; FRP = Fibrina rica em

plaquetas; ON = Osso neoformado; PRP = Plasma rico em plaquetas;
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Fig. 6

Fig. 7

Fig. 8

TC =Tecido conjuntivo; VS = Vaso sanguineo; seta azul = osteoblasto
BALP-positivo; seta preta = osteoblasto BMP-2-positivo; seta verde =
ostedcito BALP-positivo; seta vermelha = ostedcito BMP-2-positivo.
Gréafico mostrando médias e desvios-padrdo da AON (%) para cada
grupo, assim como os resultados das comparacgdes intergrupos, aos 7, 15
e 30 dias pos-operatorios. ***p<0,001. Abreviacdes: AON = Area de
Osso Neoformado; C = Controle; FRP = Fibrina rica em plaquetas; PRP
= Plasma rico em plaquetas.

Gréafico mostrando médias e desvios-padréo das células (A) PCNA-
positivas e (B) Runx2-positivas no defeito cirdrgico para cada grupo aos
7, 15 e 30 dias p6s-operatorios, assim como os resultados das
comparagdes intergrupos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Abreviagdes: C = Controle; FRP = Fibrina rica em plaquetas; PCNA =
Antigeno nuclear de proliferacdo celular; PRP = Plasma rico em
plaquetas; Runx2 = Fator de transcricdo relacionado a Runt 2.

Gréafico mostrando frequéncia dos escores atribuidos para as proteinas
(A) BMP-2 e (B) BALP no defeito cirdrgico para cada grupo aos 7, 15 e
30 dias pds-operatorios, assim como os resultados das comparagoes
intergrupos. *p<0,05; **p<0,01. AbreviacGes: BALP = Fosfatase
Alcalina Especifica do Osso; BMP-2 = Proteina Morfogenética Ossea; C
= Controle; FRP = Fibrina rica em plaquetas; PRP = Plasma rico em

plaguetas.
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Anexo A

Anexo A - Certificado da Comissio de Etica na Experimentacdo Animal

(CEEA)
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Anexo B - Normas para Publicacdo segundo o periédico “Bone”

GUIDE FOR AUTHORS

Types of article

Types of articles Bone accepts include:

1) Memoriam

2) Editorial or Commentary

3) Review

4) Original Articles

5) Rapid Communication

6) Case Report

7) Technical Note

8) Letters and Response to Letter to the Editor
9) Erratum/Corrigendum

10) Announcements

There are no length or format requirements other than those already shown on the GFA
under Article Structure.

BEFORE YOU BEGIN
Ethicsin publishing
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see

http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Policy and ethics

The work described in your article must have been carried out in accordance with:
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The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for
experiments involving humans: http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/
index.html; EU Directive 2010/63/EU for animal experiments

http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm;

Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals
http://www.icmje.org.

This must be stated at an appropriate point in the article.

Conflict of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organisations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of
potential conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership,
honoraria, paid expert testimony, patent applications/ registrations, and grants or other

funding. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic
thesis or as an electronic preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is
not under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all
authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried
out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere including electronically in the
same form, in English or in any other language, without the written consent of the

copyright-holder.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation
of data, (2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content,

(3) final approval of the version to be submitted.

Changes to authorship
This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the

authorship of accepted manuscripts:
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Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or

remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager
from the corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the
reason the name should be added or removed, or the author names rearranged and (b)
written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the
addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this
includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent
by the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the
corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1)
Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication
of the accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship has been
agreed. After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to
add, delete, or rearrange author names in an article published in an online issue will

follow the same policies as noted above and result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (for more information on this and copyright see http://www.elsevier.com/
copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest possible dissemination of
information. An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of the
manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement’ form or a link to the online
version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists
of articles including abstracts for internal circulation within their institutions. Permission
of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and for all
other derivative works, including compilations and translations (please consult
http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and
credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these

cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions.
Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are

referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.
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Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s),
if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing
of the report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding
source(s) had no such involvement then this should be stated. Please see

http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose
articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript
archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more
about existing agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/

fundingbodies.

Open access

This journal does not ordinarily have publication charges; however, authors can now opt
to make their articles available to all (including non-subscribers) via the ScienceDirect
platform, for which a fee of $3000 applies (for further information on open access see
http://www.elsevier.com/about/open-access/open-access-options). Please note that you
can only make this choice after receiving notification that your article has been accepted
for publication, to avoid any perception of conflict of interest. The fee excludes taxes and
other potential costs such as color charges. In some cases, institutions and funding bodies
have entered into agreement with Elsevier to meet these fees on behalf of their authors.
Details of these agreements are available at http://www.elsevier.com/fundingbodies.
Authors of accepted articles, who wish to take advantage of this option, should complete
and submit the order form (available at http://www.elsevier.com/locate/
openaccessform.pdf). Whatever access option you choose, you retain many rights as an
author, including the right to post a revised personal version of your article on your

own website. More information can be found here:http://www.elsevier.com/authorsrights.

Language (usage and editing services)
Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
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editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct

scientific English may wish to use the English Language Editing service available from
Elsevier's WebShop http://webshop.elsevier.com/languageediting/ or visit our customer

support site http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise
through the creation and uploading of your files. The system automatically converts
source files to a single PDF file of the article, which is used in the peer-review process.
Please note that even though manuscript source files are converted to PDF files at
submission for the review process, these source files are needed for further processing
after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision

and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three
potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the

suggested reviewers are used.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In
particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words.
However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if
you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for
each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts

(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/
guidepublication). Note that source files of figures, tables and text graphics will be
required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on

Electronic artwork.
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To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and

‘grammar-check’ functions of your wordprocessor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to
'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on

its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt
with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation

section represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations

and discussion of published literature.

Conclusions
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The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,

which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion

section.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a

double name),please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where
the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name
and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of

refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete
postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the

article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’)
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic

numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of
the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard
or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at

their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract
A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a

concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online.
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Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.

Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission
system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x
w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a
regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://lwww.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. Authors can make
use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of

their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
file in the online submission system. Please use Highlights in the file name and include 3
to 5 bullet points (maximum 20 words per bullet point). See http://www.elsevier.com/

highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
‘and’, 'of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the

field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of

abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,

providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
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Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their
readers oneclick access to relevant databases that help to build a better understanding of
the described research. Please refer to relevant database identifiers using the following
format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB:
1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list

of supported databases.

Genbank

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,

Symbol, or use fonts that look similar.

» Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

« Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given

here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,

PowerPoint, Excel) then please supply ‘as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic

artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats

(note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone

combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300

dpi. TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
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minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or

grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed
version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs
from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for
color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of
electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please
submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

[llustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration
Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of
the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce
scientific, technical and medicalstyle images, as well as a full range of charts, tables and
graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and
improve them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description
of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all

symbols and abbreviations used.
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Tables
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place

footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data

presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results
and personal communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these

references are included in the reference list they should follow the standard reference
style of the journal and should include a substitution of the publication date with either
‘Unpublished results’ or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management

packages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference
Manager (http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing
packages, authors only need to select the appropriate journal template when preparing
their article and the list of references and citations to these will be formatted according to
the journal style which is described below.

Reference style
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Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual

authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which
they appear

in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J.
Sci. Commun. 163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New
York, 2009, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;
List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/content/

references/corejournals.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the
files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB.

Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
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of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:

http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills’ with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead
of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish
supporting applications, highresolution images, background datasets, sound clips and
more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is

directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors
should submit the material in electronic format together with the article and supply a
concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit
our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/

artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it
to the jornal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any
item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:
» Keywords
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* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and
in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for printing purposes. For any further information please visit our customer

support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object | dentifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents.
The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a
document by the Publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI
never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly
‘Articles in press' because they have not yet received their

full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here
an article in the journal Physics Letters B):
http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed

never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author
(if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will
be provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now

provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
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download Adobe Reader version 7 (or higher) available free from

http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files

will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given
at the Adobe site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark
the corrections and any other the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only
for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible
to get your article published quickly and accurately — please let us have all your
corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to
us in one communication: please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.
Note that Elsevier may proceed with

the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via
email (the PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover
sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of
use). For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which
is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors
may order offprints at any time via Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed
copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's

'Create Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/

booklet).

AUTHOR INQUIRIES
For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission)

please visit this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of
106



Amnexo B

electronic artwork, please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact
details for questions arising after acceptance of an article, especially those relating to
proofs, will be provided by the publisher. You can track accepted articles at
http://lwww.elsevier.com/trackarticle. You can also check our Author FAQs at
http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

107



	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE ANEXOS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	LISTA DE SÍMBOLOS
	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO
	2 MATERIAIS E MÉTODOS
	3 RESULTADOS
	4 DISCUSSÃO
	REFERÊNCIAS
	FIGURAS
	ANEXOS

