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RESUMO

O uso do PRP ¢ baseado na premissa de que as plaquetas representam um reservatorio de
fatores de crescimento que, associados aos enxertos Osseos, podem influenciar
positivamente a reparacao de feridas. O presente estudo teve por objetivo avaliar o reparo
osseo, em calvaria de coelhos, apods a utilizagao de enxerto de matriz dssea organica bovina
(GenOx Org®) associada ao plasma rico em plaquetas (PRP). Para o estudo, foram
utilizados 25 coelhos, sendo realizadas duas lesdes em cada animal, produzindo assim 50
lesdes cirurgicas. Estas foram aleatoriamente separadas em 5 grupos iguais e preenchidas
com coagulo (controle) ou matriz orgéanica de osso bovino: cortical, medular ,cortical com
PRP ,medular com PRP. Apdés um més os animais foram sacrificados e as regides
enxertadas foram removidas, fixadas em formol 10% em PBS 0,IM e processadas para

inclusdo em parafina. Os cortes semi-seriados com 5 um de espessura foram corados e
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analisados ao ML. Com auxilio do programa HL Image 2005++, mediu-se da distancia
linear de borda a borda das lesdes a fim de obter-se a porcentagem de neoformacao Ossea.
Analisou-se os dados por meio do programa GraphPad Prismversdao 5.0. No que diz
respeito a porcentagem de preenchimento, ndo houve diferenga estatistica significante
(p>0.05) entre os grupos pesquisados, porém observou-se que o grupo organico medular
tanto com PRP como sem PRP apresentou valores maiores. Pode-se concluir: que os
enxertos Osseos organicos cortical e medular de origem bovina ndo favoreceram
significativamente a neoformagao 6ssea em calvaria de coelhos, mesmo quando associados

ao PRP.

Palavras-chave: enxerto bovino, PRP, neoformacao éssea, reparo 0sseo.

BONE REPAIR USING ORGANIC MATRIX GRAFT OF CORTICAL AND
MEDULLARY BONE OF BOVINE ORIGIN ASSOCIATED WITH PLATELET
RICH PLASMA (PRP)

ABSTRACT

The use of PRP is based on the premise that platelets constitute a reservoir of GFs, that
once released, may be associated with bone grafts and may positively influence in
regulation and in the early wound healing process. The aim of the present study was to
evaluate the bone healing in rabbit calvaria, after the use of bovine organic bone matrix
graft (GenOx Org ®) associated with platelet-rich plasma (PRP). Two bone lesions were
created in calvaria of 25 rabbits. The 50 surgical lesions were separated into 5 groups:
coagulous, bovine organic bone matrix medullar and cortical with and without PRP. At the
4-week time point, the animals were euthanized, the grafted areas removed, then fixed in
formalin 10% with phosphate buffered saline, 0.1 M, and embedded in paraffin, obtaining
semi-serial sections 5 mm thick analyzed on the microscope. With help of the HL Image +
+ 2005, we performed measurement of linear distance. from edge to edge of the lesions in
order to obtain the percentage of neoformation. The data were analyzed with of the pro
GraphPad Prismversao 5.0. With regard to the percentage of completion, when it narrowed

the distance of neoformation, there was no statistically significant difference (p> 0.05)



between both groups, but notes that the medullary organic group with and without PRP has
shown a better result. It can be concluded that: the organic bovine bone graft did not
provide a satisfactory neoformation when compared to the control group both with and

without PRP.

Keywords: bone repair, organic matrix graft, neoformation and PRP.

INTRODUCAO

O osso € um tipo especializado de tecido conjuntivo, formado por um conjunto de
células e por um material extracelular mineralizado, a matriz dssea. Representa o principal
constituinte do esqueleto, servindo de suporte para as partes moles e protegendo 6rgaos
vitais (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008). O tecido dsseo destaca-se, entre os tecidos
altamente organizados, por ser capaz de reparar fraturas e defeitos locais mantendo a
semelhanga estrutural. Isso s6 ocorre na presenca de elementos fundamentais como, células
osteocompetentes, mediadores bioldgicos (entre eles os fatores de crescimento), matriz e
suporte estrutural (CANDINI, 2001).

As células associadas ao tecido 0sseo sdo: osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e
células osteoprogenitoras. Os osteoblastos originam-se a partir das células
osteoprogenitoras e sdo responsaveis pela sintese e secrecdo dos constituintes organicos da
matriz Ossea, sendo capazes também de armazenar fosfato de calcio participando da
mineralizacdo da matriz. Quando aprisionados na matriz Ossea recém-sintetizada, os
osteoblastos passam a ser chamados de ostedcitos, ocupando cavidades na matriz dssea, as
lacunas, das quais partem canaliculos que contém prolongamentos celulares que se dirigem
para outras lacunas. Através dessa rede, ocorre a comunicagdo tanto de ostedcitos entre si,
como de osteodcitos e osteoblastos. Os ostedcitos sdo imprescindiveis para a manutengao da
matriz 6ssea, uma vez que detectam alteragdes fisicas e quimicas deste tecido, € sua morte
desencadeia a reabsorcdo da matriz. Os osteoclastos sdo células gigantes, multinucleadas
(de 6 a 50 nucleos), moveis com muitas projecdes citoplasmaticas. Estes participam da
reabsor¢do e remodelagdo do tecido 0sseo € possuem uma borda irregular que se adere ao

local onde serd realizada a reabsor¢ao (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).



O componente organico da matriz, produzido pelos osteoblastos, ¢
predominantemente constituido pela proteina colageno do tipo I (85%), com pequenas
quantidades de colagenos tipo III e V (5%). As proteinas ndo colagenas da matriz, como
osteopontina, sialoproteina Ossea, osteonectina e osteocalcina, perfazem os 10% restantes
(TZAPHLIDOU, 2005). Além da por¢do organica, a matriz éssea € composta por uma
por¢do inorganica cuja composicdo ¢ basicamente ions fosfato e célcio organizados em
cristais de hidroxiapatita (DALLE CARBONARE et al., 2005; TZAPHLIDOU, 2005).

Macroscopicamente, o tecido 6sseo pode apresentar um arranjo trabecular
delimitando pequenas cavidades preenchidas por medula 6ssea, caracterizando-o como 0sso
esponjoso. O osso compacto ¢ formado por lamelas dsseas paralelas ou concéntricas
(sistema de Havers), ndo apresentando cavidades. Ambos apresentam arquitetura
macroscopica diferente, mas possuem a mesma constituicao histolégica (KATCHBURIAN
& ARANA, 2004).

Histologicamente, o tecido 0sseo pode ser classificado em imaturo ou primario e
maduro ou secundario. Os dois tipos possuem as mesmas células e os mesmos constituintes
da matriz. Porém, enquanto no tecido dsseo primario as fibras colagenas se dispdoem sem
orientagdo definida, tem menor quantidade de minerais e maior porcentagem de ostedcitos;
no tecido 6sseo secundario as fibras colagenas se organizam em lamelas que ficam
paralelas umas as outras ou se dispdem em camadas concéntricas em torno de canais com
vasos, formando assim o sistema de Harvers ou Osteon (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2008).

As superficies interna e externa sdo revestidas por células osteogénicas e tecido
conjuntivo, que constituem o endosteo e o peridsteo, respectivamente. Estes tecidos tém
como principais fung¢des a nutricdo do tecido 6sseo e o fornecimento de novos osteoblastos
para o crescimento e a recuperag@o do osso (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

Apesar da rigidez e aparente inatividade, o tecido 6sseo ¢ muito dindmico,
apresentando um processo combinado e constante de formagdo e reabsor¢ao, denominado
de remodelacdo dssea ou “turn over” Osseo. Esta remodelacdo ¢ determinada pela carga
genética e se mostra dependente de regulagdo e influéncias enddcrinas, bioquimicas e
ambientais. Mesmo no adulto, o tecido dsseo ¢ metabolicamente ativo € a manutencdo da

matriz ¢ o resultado de um balango de atividade de sintese e reabsor¢do, os quais refletem



as atividades antagonistas de osteoblastos e osteoclastos, respectivamente (DAVIES, 2000).
Este processo ¢ continuo e fisiologico permitindo que o tecido Osseo se renove
constantemente, responda aos estimulos externos e também sofra reparagao. (katchuburian
e, Arana Chaves, 2004)

O processo de reparo tecidual pode ocorrer tanto por cicatrizagdo como por
regeneragdo. A regeneragdo ¢ caracterizada por um processo de reparo que resulta no
restabelecimento integral de forma e fungdo original. J& na cicatrizacgdo, o restabelecimento
¢ parcial e o reparo da ferida ocorre por um tipo de tecido diferente do tecido originalmente
perdido no que diz respeito a morfologia e fungdo. O tecido 6sseo geralmente sofre reparo
por regeneragdo, devido a sua grande capacidade de se regenerar. Durante a cicatrizagdo
ossea, os osteoclastos vao funcionar reabsorvendo 0sso necrotico € 0sso que necessita ser
remodelado. Durante esse processo ha os osteoblastos que derivam de 3 fontes: periosteo,
endosteo e células mesenquimas indiferenciadas circundantes. Os osteoblastos depositam o
ostedide que, quando mantido completamente imovel durante todo o processo de
cicatrizagdo, torna-se uma estrutura calcificada por deposicao de mineral. (PETERSON,
2000).

Quando lesado, o tecido dsseo exibe um alto potencial de regeneragdo passando por
uma fase inflamatdria inicial, seguida de reparo e posteriormente remodelagdao. A duragdo
de cada fase depende de alguns fatores sendo eles: o tipo de osso envolvido, a idade do
individuo, o estado de saude geral e nutricional, a intensidade do trauma, se ha ou nao
irrigacdo local, presenga ou ndo de forcas mecanicas, imobilizagdo e auséncia de infecgdo
para que o tecido Osseo possa constituir um osso com capacidade de receber carga
funcional. (TEN CATE, 2001). Entretanto, esta capacidade de se regenerar, pode ndo se
manifestar em defeitos 6sseos de grandes dimensdes (ocasionados por defeitos congénitos,
patologias ou traumas), uma vez que para haver uma concretizagao do processo de reparo, ¢
fundamental a existéncia de uma continuidade 6ssea local (KAMIJOU et al., 1994;
BAPTISTA et al., 2003). Nestes casos, o tecido 6sseo nao exibe capacidade de regeneracao
espontanea, exigindo procedimentos operatdrios reconstrutivos, que tem na enxertia 6ssea
sua principal técnica de tratamento (SICCA et al., 2000; SERVICE, 2000).

Os enxertos Osseos sao amplamente utilizados na medicina, em cirurgias plasticas e

ortopédicas (BAPTISTA et al., 2003; KHAN et al., 2005), e na odontologia, em grandes



reconstrugdes maxilo-mandibulares (MARX, 2001) e pequenos aumentos da altura 6ssea
(RAGHOEBAR et al., 1996; BLAY et al., 2003), favorecendo especialidades como a
periodontia, implantodontia e cirurgia bucomaxilofacial. Sua utilizagdo favorece o processo
de reparo pelo preenchimento do defeito 6sseo, servindo como um arcabougo e levando a
neoformacdo dssea por meio de trés mecanismos biologicos: osteogénese, osteoinducao e
osteocondugao.

A osteogénese ¢ definida quando células Osseas vivas do proprio enxerto
permanecem com capacidade de formagdo de novo tecido dsseo no leito receptor
(BECKER et al., 1998; BOYNE & SHABAHANG, 2001). Osteoindugdo ¢ a propriedade
de formagdo de novo osso pelas células osteoprogenitoras do leito receptor, derivadas das
células mesenquimais indiferenciadas, sob a influéncia de um agente indutivo do enxerto.
Este mecanismo estd relacionado a atividade da Bone Morphogenetic Protein (BMP),
presente na matriz 6ssea (ANDRADE et al., 1999; UEDA, 2003). Ja a osteocondugdo ¢
tratada como a propriedade de producdo de novo osso por proliferacdo e migracdo de
células Osseas do leito receptor através da superficie do enxerto, que age como um
arcabouco (GAO, et al 2006). A matriz do enxerto deve ser reabsorvida e simultanecamente
substituida pelo tecido 6sseo neoformado. Um material ¢ considerado osteocondutor
quando permite a aposi¢ao de um novo tecido Osseo em sua superficie, requerendo a
presenca de tecido 0sseo pré-existente como fonte de células osteoprogenitoras (SICCA et
al., 2000).

Os enxertos 6sseos podem ser classificados quanto ao tipo — cortical, esponjoso ou
cortico-esponjoso; & composi¢do — organico ou inorganico; e a origem — autdégeno, alégeno
(homogeno), xenogeno (heterégeno) ou aloplastico (CRENSHAW, 1996). O enxerto ¢
considerado autégeno quando obtido de areas doadoras do préprio individuo; alégeno
quando obtidos de individuos da mesma espécie do receptor; xendgeno quando obtidos de
individuos de espécies diferentes do receptor, como os materiais de origem bovina; e
aloplasticos sd@o os de origem sintética cuja composi¢do varia entre ceramicas, vidros
bioativos e polimeros (BECKER et al., 1998; SICCA et al., 2000; BOYNE &
SHABAHANG, 2001; FIGUEIREDO et al., 2004).

Atualmente, existe uma grande variedade de opgdes para enxertos. No entanto, os

enxertos autdgenos sao os mais frequentemente utilizados em grandes reconstrugdes Osseas



devido as suas propriedades osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras, apresentado
melhores resultados para o processo de morfogénese Ossea, tais como rapida
revascularizagdo, auséncia de reagdo imunologica e alta osteogenicidade (BRANEMARK
et al., 1975; BLAY et al.,, 2003)). Os enxertos alogenos possuem uma caracteristica
osteocondutora, sendo os que mais se aproximam dos enxertos autdgenos, porém seu
potencial osteoindutor ¢ questionavel. Ja os enxertos xendgenos sdo osteocondutores, mas
suas diferencas antigénicas s3o mais pronunciadas do que no enxerto homoégeno,
requerendo assim um preparo mais rigoroso (ELLIS III, 1996).

Mesmo assim, tanto os enxertos autdogenos como os aldégenos, oferecem algumas
desvantagens. No caso dos autdgenos, uma por¢ao ossea saudavel deve ser danificada para
a obtencdo do enxerto, podendo ocasionar dor local, infeccio e aumento do tempo
cirurgico, agregando ao procedimento uma maior morbidade. Além disso, a quantidade de
osso ¢ limitada, sendo muitas vezes insuficiente (FIGUEIREDO et al., 2004).Para os
alégenos, uma probabilidade maior de contaminagdes e infeccdes podem ser relatadas,
além de aumentar o custo do procedimento.

Desta maneira, os enxertos heterogenos apresentam-se como uma alternativa aos
autégenos e homogenos, uma vez que proporcionam ao paciente € ao cirurgido certa
comodidade, pois facilitam o ato operatdério j& que restringem o procedimento apenas ao
leito receptor, sem lesdo tecidual em areas doadoras, e ndo limitam a quantidade de tecido
para implantacdo (FIGUEIREDO et al., 2004). Isto porque como o enxerto xendgeno €
extraido principalmente do feto bovino, ele representa uma fonte quase que inesgotavel,
principalmente aqui no Brasil onde o rebanho ¢ livre de contaminagdes e outras
complicagdes, sem contar ainda o seu baixo custo (MAGALHAES et al., 2002; SANADA
et al., 2003).

A matriz 6ssea bovina tem sido muito utilizada, como enxerto heterogeno, em
varios procedimentos clinicos apresentando principalmente propriedades osteocondutoras.
Ao realizar-se o processamento do osso bovino, obtém-se duas formulagdes de matriz
bovina: a inorganica e a organica. O material inorganico apresenta-se livre de proteinas e
células e caracteriza-se por uma grande quantidade de hidroxiapatita. J4 o material organico
¢ caracterizado pela permanéncia do arcabougo proteico que ¢ constituido praticamente de

colageno tipo I e uma pequena quantidade de fatores de crescimento, como a proteina



morfogenética 6ssea. Para isso 0 0sso bovino sofre um tratamento com solventes organicos,
alcalis e acidos com concentragdo e temperatura controlada e isso leva a remog¢ao de
células, detritos celulares e inimeras proteinas ndo colagenas, bem como a por¢do mineral
(SANADA et al., 2003). Tanto os materiais xendgenos como os homogenos podem ser
submetidos a desmineralizacdo, tornando-se osteoindutores e osteocondutores
(MAGALHAES, 2002).

A matriz bovina inorganica ¢ mais frequentemente utilizada por ser um material
biocompativel e osteocondutor, auxiliando na reparacao de defeitos 6sseos pela formagao
de matriz 6ssea, bem como no levantamento de seio maxilar e aumento de rebordo
(RICHARDSON et al., 1999; LUNDGREN & SLOTTE, 1999; CAMARGO et al., 2001).
Entretanto, diversos estudos experimentais utilizando enxerto de matriz organica em fémur
(BETTI, 2004), calvaria (GARCIA, 1999; BRAZ et al., 2003; MARINS et al., 2004) ¢ seio
maxilar (XU et al., 2003) de coelhos confirmam o potencial osteocondutor do biomaterial,
favorecendo a angiogénese, migracao e adesdo celular e a neoformagao dssea (BRAZ et al.,
2003; BETTI, 2004). Outros estudos ainda observaram o potencial osteoindutor do
biomaterial (ISAKSSON & ALBERIUS; 1992; RABIE & LIE KEN JIE, 1996; RABIE et
al., 1999, SCHWARTZ et al., 1996; TORRICELLI et al., 2002).

No decorrer da década de 1980, pesquisas em biologia celular e molecular
dedicavam-se a investigacdo da possibilidade de utilizar mediadores quimicos para a
modulag@o do processo de reparo dos enxertos 6sseos. Muitos fatores de crescimento foram
identificados, isolados, e testados em associagdo aos materiais de enxertia 6ssea na busca
pela aceleragdo e melhoria do reparo d6sseo, desenvolvendo assim uma nova modalidade
terapéutica (MOHAM & BAYLINK, 1991; MARX,1999).

Fatores de crescimento (FCs) podem ser definidos como polipeptidios especificos
presentes no plasma e em certos tecidos que regulam a diferenciagdo e a proliferagao
celular, ou seja, a reparagao dos tecidos (WISLTFALK et al., 2004). O fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e o fator transformador de crescimento (TGF-B) tém
merecido destaque por serem considerados iniciadores do processo de reparo dos tecidos.
Fatores de crescimento e fatores de diferenciagdo encontrados no osso incluem PDGF,
TGF-B, fator de crescimento de fibroblastos basico (FGF), fator de crescimento semelhante

a insulina (IGF) e proteina morfogenética 6ssea (BMP).



Desde sua introdugdo por Whitman et al (1997), a utilizagdo do plasma rico em
plaquetas (PRP) , que atuaria como auxiliar do enxerto 6sseo acelerando o processo de
reparo, tem ganhado muita popularidade. Sua utilizagdo ¢ explicada pela suposicao de que
o PRP pode melhorar o reparo uma vez que provoca um aumento dos niveis de fatores de
crescimento no local da ferida apds a degranulacdo das plaquetas que o compdem. O PRP ¢
uma fonte autdogena e barata de FCs, preparado a partir de uma pequena quantidade de
sangue retirado do proprio corpo do paciente durante o periodo pré-operatorio
(LIEBERMAN et al., 2002). Este sangue passa por um processo de separagao celular por
centrifugacdo diferencial, no qual sdo separadas as substancias desejadas, possuindo em sua
constituigio plasma, leucocitos e plaquetas. E importante frisar que o plasma apresenta
diversos fatores de coagulacdo (GOLDBERG, 1997), os leucécitos promovem aos agentes
infecciosos e imunoldgicos, resisténcia natural, e as plaquetas sofrem degranulagdo nos
sitios da lesdo liberando os FCs (MARX & GARG, 1999).

Embora diversos estudos demonstrem um efeito benéfico da associagdo do PRP
com enxertos autdogenos no processo de reparagdo Ossea (MARX et al., 1999; CHOI et
al.,20004; RAGHOEBAR et al., 2005), ainda ha controvérsias sobre o verdadeiro papel
dos fatores de crescimento liberados por meio do uso do PRP no reparo de defeitos,
inclusive com resultados desfavoraveis relatados na literatura (AGHALLO et al., 2002;
CHOI et al.,2004; RAGHOEBAR et al., 2005). Levando-se em consideragdo ainda que
pouco se conhega sobre a efetividade da matriz organica de osso bovino associada ao PRP,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o reparo 6sseo, em calvaria de coelhos, apos a
utilizacdo de enxerto de matriz O0ssea organica bovina associada ao plasma rico em

plaquetas (PRP).

MATERIAL E METODOS

Animais

Neste estudo foram utilizados 25 coelhos albinos machos (Oryctolagus cuniculus),
da raga Nova Zelandia, com peso entre 2000g a 3000g. Os animais foram mantidos durante
o periodo experimental com alimentacao sélida e agua a vontade no Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Todos os procedimentos experimentais foram



executados em conformidade com os principios éticos do Comité de Etica na Utilizac¢do de

Animais (CEUA/UFU) sob protocolo n°067/10.

Obtencéo do Plasma Rico em Plaquetas

Por meio de um escalpe a vacuo foi feita a pun¢do na artéria auricular média,
obtendo-se dois tubos de vacuotainer de SmL cada com anticoagulante (citrato de sodio).
Um tubo de cada animal foi utilizado para contagem de plaquetas e o outro tubo para a
produ¢ao do PRP que foi usado na cirurgia. Para a producdo do PRP, os tubos foram
processados na centrifuga Excelsa modelo 206-BL-Fanem de acordo com o método
Sonnleitner modificado (SANTANA, 2003).

Neste método, foram realizadas duas centrifugagdes, uma primeira por 20min na
velocidade de 1000rpm (160G) para separar os componentes celulares vermelhos do
componente sérico. Em seguida, o plasma e 2mm abaixo da linha divisoria entre duas fases
foi pipetado, este volume foi transferido para um tubo sem anticoagulante. Uma segunda
centrifugacdo foi realizada por 15min na velocidade de 1600rpm (400G). A partir do fundo
do frasco foi assinalada uma linha de 0,8mm acima, que corresponde ao PRP. Essa porcao

superior a linha assinalada foi desprezada.

Procedimento cirdrgico

Os animais foram anestesiados através de injecdo intra-muscular com ketamina
(25mg/Kg)/xylazina (10mg/Kg)/acepran (0,2mg/Kg)/midazolan (0,2mg/Kg) e anestésico
local com 1,8ml de bupivacaina com adrenalina. Uma unica dose profilatica de
antibioticoterapia com cefalosporina (30mg/kg) foi administrada intravenosamente.

Com os coelhos em decubito ventral, realizou-se tricotomia da regido de calota
craniana a ser abordada e antissepsia com solu¢do de povidine topico (solugdo aquosa de
polivinilpirrolidona a 1%), bem como isolamento da area a ser operada com campos
estéreis.

O procedimento cirurgico para a realizagdo de craniotomia em coelhos foi dirigido
por meio do protocolo descrito por (ALBERIUS et al., 1990). Por meio de uma incisao

mediana na calvaria do coelho, foram incisados a pele e o tecido subcutaneo, estendendo-se
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do osso frontal ao occipital, realizada com lamina intercambiavel nimero 15 montada em
cabo de bisturi nimero 3. O periosteo que recobre a regido frontal e a sutura coronal foi
incisado com cautela, elevado e rebatido lateralmente.

Em cada animal, foram produzidas duas lesdes, uma no parietal direito e outra no
esquerdo, usando broca trefina de 8mm de didmetro (Figura 1A), montada em contra-
angulo sob alta rotagdo. As osteotomias foram realizadas sob irrigacdo constante e
abundante com solugdo fisiologico a 0,9%, evitando o superaquecimento 0sseo.
Posteriormente, o periosteo foi reposicionado e suturado com fio de nylon 4-0 sutura
simples e a pele através de sutura continua festonada utilizando o mesmo fio.

As 50 lesdes cirargicas foram aleatoriamente separadas em cinco grupos iguais de

acordo com o quadro 01 abaixo:

Quadro 1: Lesodes divididas em cinco grupos.

Grupo Preenchimento da leséo

Grupo I (controle) |Coagulo

Grupo II Matriz organica de osso cortical bovino
Grupo IIT Matriz organica de osso medular bovino
Grupo IV Matriz organica de osso cortical bovino associado ao PRP
Grupo V Matriz organica de osso medular bovino associado ao PRP

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico a 2,5% (50 mg/kg) e
sacrificados com dose excessiva endovenosa de cloreto de potassio a 19,1% apos 30 dias da
cirurgia. As calvarias foram removidas com broca 701 em alta rotagdo, sob irrigagao

abundante em soro fisiologico 0,9% e fixadas em formalina a 10% em PBS 0,1M por 48h.
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Figura 1A. Osteotomia com broca

trefina de 8 mm.

Figura 2. Defeito 6sseo preenchido
com coagulo.

: Q“ S | f _

Figura 4. Defeito 6sseo preenchido
com enxerto de 0sso organico
medular.

Figura 1B. Osteotomias nos

parietais.

Figura 3. Defeito 6sseo preenchido com

com enxerto de 0s 0sso organico
¥ T T

5 4 .
Figura 5. Defeito 6sseo preenchido

com ambos 0s enxertos.
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Analise Histomorfométrica

Para a analise em microscopia de luz as pecgas foram descalcificadas com acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 4,13% por 30 dias. Os defeitos Osseos direito e
esquerdo foram separados, divididos ao meio e processados pela técnica de rotina para
inclusdo em parafina. As pecas foram orientadas durante a inclusdo de forma que o centro
da lesdo ficasse voltado para a face de corte do bloco (Figura 1). Com o auxilio de um
microtomo (Reichert-Jung 820II) foram obtidos cortes semi-seriados, na espessura de 5
um. Estes cortes foram corados em Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromico de Mallory
para analise morfologica ao microscopio de luz. De cada bloco, foram obtidas 9 laminas

histologicas, sendo 90 laminas por grupo totalizando 450 laminas.

Figura 6. Desenho ilustrando a divisdo das pegas para inclusdo em parafina.

As imagens histologicas da area da lesdo foram capturadas com objetiva 4X
utilizando microscopio binocular Leica 500 acoplado a camera Leica ICC50 ligada a um
computador PC através de placa digitalizadora Data Translation 3153. Com auxilio do

programa Leica Application Suite LASEZ 1.8.0 (Leica Microsystems Cambridge Ltd,
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United Kingdom) foram capturados tantos campos quantos necessarios de forma a abranger
toda a lesdo de cada corte histologico (Figura 7). As imagens dos campos da lesdo foram
unidas (Figura 8) por meio do programa Adobe Photoshop CS5. Em seguida, com auxilio
do programa HL Image 2005++, foi realizada medicao da distancia linear de borda a borda
das lesdes a fim de obter-se a porcentagem de preenchimento da neoformagdo Ossea em

relacdo a distancia linear total (Figura 9).

Figura 7. Imagem dos campos histologicos capturados: a esquerda (E), centro (C) e,
a direita (D).



Figura 8. Imagem histologica da regido da lesdo posteriormente a unido.
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Figura 9. Quantifica¢do da neoformacdo dssea, com auxilio do programa

HL Image 2005++.

14
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Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism versio 5.0
(GraphPad Prism version 5.0 for Windows, San Diego, CA, USA). Primeiramente, foi
verificada a presenca de normalidade utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov. Uma vez
detectada a auséncia de normalidade, o preenchimento foi avaliado utilizando o teste
Kruskall-Wallis com correcdo Dunns. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%

(p<0,05).

RESULTADOS

No que diz respeito a porcentagem de preenchimento, quando se delimitou a
distancia de neoformagdo, nao houve diferenga estatistica significante (p>0.05) entre os
grupos pesquisados, porém observa-se que o grupo organico medular tanto com PRP como

sem PRP demostrou um resultado melhor. (Figura 10 e 11).

Coagulo Organico Medular Organico Medular PRP Organico Cortical Organico Cortical PRP
média DP média Dp média DP média Dp média DP

Distanica total 5414 365,1 6047 966,4 5022 250,1 4696 3343 5567 703,5
% preenchida 46,55 9,505 63,47 23,12 65,06 26,91 57,5 21,02 46,1 10,16
Area de neoformacdo 4338845500 244759 6022223000 342035 4920477000 293669 4402346000 85917 5165511000 1448799
% de neoformacéo 19,7 1,897 18,15 3,742 24,95 3,637 232 2,635 24,35 3,637
Table Analyzed Area da neoformagéio
Kruskal-Wallis test
P value 0,0003
Table Analyzed Porcentagem de neoformacao
Kruskal-Wallis test
P value 0,0087
Table Analyzed Distancia Total
Kruskal- Wallis test
P value 10,0022
Table Analyzed Porcentagem de preenchimento
Kruskal-Wallis test
P value 0,2676

Figural0. Dados estatisticos da neoformagao ossea.



16

~ 80+
e
Q
£
]
g 60
£
L]
8 1
2 404
s 40
L
L")
£
L]
=] -
g 20
1=
LY
L]
S
o
0- ; X _— . T
Coagulo Organico Medular Organico Medular | PRP Organico Cortical Organico Cortical /| PRP

Figura 11. Grafico da porcentagem de preenchimento.

DISCUSSAO

O tecido 6sseo apresenta propriedades que conferem ao mesmo uma excelente capacidade
de regeneracdo. Porém quando os defeitos sdo muitos extensos essa capacidade de reparo
pode ndo ser observada integralmente, sendo necessaria a utilizacdo dos enxertos. Fatores
de crescimento, que podem ser obtidos por meio do PRP, tém sido associados ao enxerto

6sseo com o objetivo de favorecer o reparo da lesdo.

O presente estudo avaliou histomorfometricamente o reparo 6sseo, em calvaria de coelhos,
apo6s a utilizagdo de enxerto de matriz 6ssea organica bovina associada ao plasma rico em
plaquetas (PRP). Para a realizagdo do experimento foi escolhido como modelo
experimental o coelho. Pois, além de serem animais dos quais os pesquisadores ja estdo
habituados a lidar, sdo de pequeno porte, podendo ser utilizados em experimentos que
necessitam de um grande niimero de amostras. Os coelhos possuem o sistema harvesiano
0sseo bastante semelhante com o dos humanos, o que proporciona um tipo de reparagdo
ossea similar com a que ocorre no homem. Além de todas essas caracteristicas ainda
apresenta o volume necessario de sangue para a obtencdo do PRP (NUNAMAKER , 1998;
HILTUNEN et al.,1993 ; KIM et al., 2002). A calvaria, regido cirargica escolhida, ¢ uma
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area que possui uma boa acessibilidade, além de oferece baixa morbidade e as

interferéncias das for¢cas musculares sao reduzidas (ALBERIUS et al., 1990).

Nao houve constatagao clinica de nenhum fator que viesse a interferir no reparo, como
infec¢do, instabilidade do enxerto e deiscéncia. Houve certo cuidado para que nao houvesse
perfuracdo da Dura-mater e o peridsteo foi mantido para que houvesse correta irrigagao
local (ALBERIUS et al., 1990). O sacrificio dos animais foi realizado 30 dias apos a
cirurgia, pois ha estudos que sugerem que a acdo do PRP ¢ precoce (NAGATA et al.,
2009;).

O substituto 6sseo ideal deve promover a regeneragdo Ossea sendo completamente
reabsorvido simultaneamente com essa neoformacdo. O enxerto autdgeno ¢ considerado
como o melhor material para o preenchimento dos defeitos 6sseos, sendo por isso, chamado
de “padrao ouro”. Isto pode ser explicado por ele apresentar caracteristicas ideais como
biocompatibilidade, osteoinducdo, osteocondugdo, além de possuir um potencial
osteogénico (OLIVEIRA et al., 1999; SANADA et al, 2003). Porém devido aos seus
inconvenientes como dor local, infec¢do, prolongamento do tempo cirrgico e elevacao dos
custos, uma série de biomateriais foram desenvolvidos com o objetivo de buscar
alternativas para o enxerto autdgeno, auxiliando no processo de reparo sem, contudo, ser

tdo invasivo.

Comercialmente o enxerto dsseo de origem bovina difere em termos da origem de sua
obtengdo, podendo ser cortical ou medular (também chamado de esponjoso), sua

composi¢do, organica ou inorganica, ¢ apresentacao fisica na forma de particulas ou blocos.

O enxerto de matriz bovina tem sido bastante utilizado como substituto 6sseo e, além disso,
ainda apresenta uma grande aplicabilidade na pratica clinica. Ao realizar o processamento
do osso bovino, obtém-se dois tipos de materiais: o inorganico e o organico. A utiliza¢ao do
biomaterial organico pode ser explicado, pois no processo de produgdo de enxerto dsseo
organico a arquitetura original e as caracteristicas estruturais do osso sdo preservadas, isso
enquanto mantém a por¢ao organica do mesmo, permitindo assim que o produto final atue
como elemento osteocundutor no local da lesdo. Sendo que, devido a sua natureza organica

¢ mais rapidamente absorvido do que os xenoenxertos totalmente desproteinizados
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(Organico GenOx Org). Betti (2004) avaliou clinicamente a utilizacdo combinada da matriz
bovina organica associada com bBMP, quando comparado ao enxerto autdégeno, obtendo

um resultado menos favoravel do que o observado no enxerto autdégeno.

Betti (2004) utilizando matriz organica desmineralizada considerou este biomaterial como
um espagador biologico eficiente no periodo de 30 dias, apesar do grupo coagulo ter
apresentado o mesmo desempenho. No nosso estudo, a matriz orgdnica também foi
semelhante ao grupo coagulo, fato que indica que o biomaterial ndo contribuiu

significativamente com o reparo da lesdo.

No presente estudo, ndo foi observada uma diferenga estatistica significante no aumento do
reparo em nenhum dos grupos pesquisados. Nossos resultados contradizem os de Sanada
(2003) que ao analisarem a combinacdo de matriz 6ssea organica bovina e hidroxiapatita,
obtiveram como resultado, que a mesma ndo promoveu reagdes adversas e ainda favoreceu

a reparagao Ossea.

Segundo os resultados obtidos, a matriz 6ssea bovina cortical ou medular ndo se mostrou
como um substituto 6sseo ideal. Porém durante a comparagao dos grupos pode-se perceber
que o grupo que apresentou um melhor resultado foi o organico medular com e sem PRP. A
matriz organica medular bovina utilizada no estudo ¢ um biomaterial constituido
basicamente de coldgeno tipo I, funcionando assim, como um arcabougo, promovendo a

condugao e migragdo de células osteoblasticas (DEZAGUN et al., 2001).

Assim também Marins et al (2004) avaliaram a capacidade do enxerto 6sseo organico em
bloco (Gen-ox, Baumer SA — Brasil), preparado a partir de osso medular bovino, em
promover a reparacdo de lesdes Osseas de tamanho critico em calvaria de ratos. Concluiram
que ocorrendo o aprimoramento do controle de qualidade durante a produgdo do material, a
matriz organica medular em bloco podera ser uma boa alternativa para ser usada no reparo
de defeitos oOsseos na regido buco-maxilofacial, devido a sua alta capacidade
osteocondutora. Isso também foi observado por Thais Lima (2009) que realizou um estudo
onde utilizou matriz organica de osso medular bovino. Obtendo resultados que sugerem que
a utilizacdo do biomaterial permite a reparagdo tecidual podendo ser utilizado como um

material alternativo para o tratamento de recessdes gengivais. O conjunto desses estudos,
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somados aos nossos resultados, indica que, talvez aumentando a quantidade de amostras
utilizadas no presente estudo a utilizagdo da matriz organica medular bovina possa ser

estatisticamente significativa.

No decorrer na década de 1980, os grandes laboratorios dedicavam-se a
investigacdo da possibilidade de utilizar mediadores quimicos para a modulacdo do
processo de reparo dos enxertos 6sseos. Marx et al. (1998) propuseram a utilizacdo do PRP
para obter uma mais rapida maturacdo do enxerto 0sseo autdogeno. A partir desse estudo
clinico percebeu-se que o enxerto 6sseo autégeno associado com PRP demonstrava como
resultado um maior amadurecimento 6sseo e uma maior densidade 6ssea quando
comparados aos enxertos sem PRP. Desde entdo este biomaterial tem sido utilizado com
sucesso em uma variedade de aplicagdes clinicas para melhorar a formagdo de tecidos
duros. Entretanto outros estudos realizados relataram que o uso do PRP ndo apresenta
nenhum beneficio significativo em cirurgias de reconstrugdo 6ssea (AGHALLO et al.,
2002; CHOI et al.,2004; RAGHOEBAR et al., 2005). J& outros estudos realizados
demostram que o PRP acelera o processo de reparo nas primeiras semanas porém esse
efeito deixa de ser significativo ap6s 12 semanas (NAGATA et al., 2009). Com isso pode-
se perceber que ha a necessidade da realizar mais estudos controlados, destinadas a
aumentar a compreensdo do verdadeiro papel dos FGs liberados através do PRP na
cicatrizagdo de feridas (RAGHOEBAR et al., 2005).

O uso do PRP ¢ baseado na premissa de que as plaquetas constituem um reservatorio
de FG como, fator de crescimento transformador b, insulin-like factor-I de crescimento, e
endotelial vascular fator de crescimento que, uma vez liberado, pode positivamente regular

a cicatrizacao precoce de feridas (MARX, 2004; MARX, 2001)

Adelina et al. (2007) realizaram uma revisao sistematica, onde analisaram os efeitos
relatados do PRP na regeneragdo Ossea. Os autores concluiram que atualmente existe uma
falta de evidéncias cientificas na literatura odontologica a favor ou contra a utilizacao

clinica do PRP. A grande heterogeneidade entre os estudos foi observado na revisao.

No presente estudo o PRP nao influenciou no processo de reparo tanto no grupo medular
como cortical. Assim como também demonstram Giovanini et al. (2010), em que sugerem

que o uso PRP pode ser até desfavoravel. Pois quando utilizado sozinho, 0 mesmo nao
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induziu a formagao Ossea craniofacial e quando usado concomitantemente com o enxerto

autdgeno produziu um excesso de tecido medular.

Nagata et al (2009) sugerem que o PRP acelera o processo de reparo porém esse efeito
deixa de ser significativo apds 12 semanas. Outros estudos anteriores também demostram
um significativo aumento da formagdo Ossea apenas em estagios iniciais da cicatrizagdo
ossea em defeitos criados em cranio de suinos domésticos (WILTFANG e THORWARTH
et al. 2005) e mandibula de caes No presente estudo, apesar dos animais serem sacrificados
com 30 dias, ndo foi observada uma agdo inicial do PRP. Nossos resultados contradizem
também os de Schlegel (2004), que relataram um efeito significativo de aceleragdo da PRP
na regeneragdo Ossea precoce (2 semanas) em combinacdo com 0sso autdégeno quando
aplicado na 4rea da testa de porcos. Na segunda semana, eles mostraram
microradiograficamente uma taxa maxima de mineralizacao de 63% nos grupos com PRP e
este nivel de pico ocorreu duas semanas mais cedo do que no grupo que utilizou somente

enxerto autdogeno.

Por outro lado, nossos estudos concordam com os de Adelina et al (2007) que realizaram
uma pesquisa onde investigavam o efeito inicial do PRP na regeneragao 6ssea. Neste estudo
foi promovida a combinagao do PRP com um material osteocondutor. No entanto, apos a 1*
e 2* semana de implantacdo do PRP em defeitos cranianos de ratos, ndo houve diferenga
estatisticamente significante na formacao Ossea entre o grupo com PRP e os grupos sem o

PRP mesmo nos primeiros dias.

Varias explicagdes podem ser dadas para essa discrepancia nos resultados. Em primeiro
lugar, a técnica para preparar PRP e a concentracao dos trombocitos adquirida pode variar.
Em segundo lugar, as diferengas entre os animais utilizados (idade, raga) pode desempenhar
um papel bastante significativo (ADELINA et al, 2007). Em terceiro lugar, melhores
resultados com PRP sdo relatados quando ele é combinado com enxertos autégenos e nao
com materiais alogénicos (WILTFANG et al. 2004). Em quarto lugar, o uso de uma
propor¢ao especifica do PRP pode acarretar diferengas de resultados. (NAGATA et al,
2009). Em quinto lugar, o protocolo de preparacao adequada do PRP ¢ fundamental para
avaliar os efeitos bioldgicos reais do mesmo (PLACHOKOVA et al, 2008). Grageda (2004)
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sugeriu uma padronizagdo do protocolo, para futuros estudos que visam avaliar os efeitos

bioldgicos do PRP.

Taga em1996, afirma que a reabsor¢ao completa do enxerto organico ocorre em 90 dias. No
nosso estudo os animais foram sacrificados com 30 dias, o que pode ter interferido nos
resultados obtidos, ja que o enxerto nao teve tempo de sofrer uma completa reabsor¢ao. As
controvérsias quanto a acdo do PRP e os fatores que influenciam a sua eficacia poderao ser
esclarecidas reduzindo as limitagdes metodologicas e padronizando seu método de

obtengao.

CONCLUSAO

Pode-se concluir, dentro das limitagdes do presente estudo, que os enxertos 0Osseos
organicos cortical ¢ medular de origem bovina nao favoreceram significativamente a

neoformagdo dssea, mesmo quando associados ao PRP.
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