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RESUMO

SILVA, S. B. da Efeitos do plasma rico em plaquetas combinado a hidroxiapatita em
fraturas induzidas experimentalmente em radio de caes: avaliacdo radiografica simples e
por meio da densitometria Optica radiografica. [Effects of platelet-rich plasma in combination
with hydroxyapatite in canine radius defects: radiographic and radiographic optical
densitometry evaluations]. 2006. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

O plasma rico em plaquetas € fonte autégena de fatores de crescimento obtido pela
concentracdo plaquetdria a partir da centrifugacdo do sangue total. Por conter grande
quantidade de fatores de crescimento, a associagdo do plasma rico em plaquetas com enxertos
autogenos, aldégenos, xendgenos ou substitutos dsseos, no homem, melhora a incorporagdo
dos enxertos ao leito receptor, facilita a osteointegracdo, aumenta a velocidade de formagado
do osso novo e com melhor qualidade. Entretanto, os resultados do plasma rico em plaquetas
no modelo animal sdo controversos. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
plasma rico em plaquetas autdgeno combinado a hidroxiapatita ndo absorvivel na formagao
do calo dsseo em fraturas induzidas em terco médio de radio de caes, fixadas com placas e
parafusos. Foram utilizados 8 cdes adultos sem raca definida, machos ou fémeas e pesos
compreendidos entre 5 e 15 kg. Induziu-se na didfise de ambos os rdadios defeito 6sseo
correspondente a 25% do diametro do mesmo. No radio direito (grupo HA/PRP) implantou-se
plasma rico em plaquetas combinado a hidroxiapatita. No rddio esquerdo (grupo HA)
implantou-se somente a hidroxiapatita. Para a obten¢do do plasma rico em plaquetas,
empregou-se protocolo simplificado, utilizando centrifuga laboratorial comum. Comparou-se
a evolugdo clinica dos animais, o tempo de formacao e a densidade do calo dsseo por exames
radiograficos simples e pela técnica de densitometria Optica aos 15, 30, 45 e 60 dias de pds-
operatorio. No exame radiografico e densitométrico observou-se aumento da densidade nos
defeitos dsseos no periodo pds-operatério devido a radiopacidade dos granulos de
hidroxiapatita. Em ambos os tratamentos, na avaliacdo radiografica simples, observou-se
evolucdo progressiva do calo dsseo, entretanto, a densitometria Optica demonstrou aumento da
densidade mineral dssea progressiva somente no grupo HA. Tanto na avaliacio radiografica
como na densitométrica ndo se obteve diferencgas significantes entre os grupos (p>0,05). No
presente estudo, o PRP combinado a hidroxiapatita nao absorvivel ndo acelerou o processo de
formacao do calo dsseo.

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas. Hidroxiapatita. Caes. Calo 6sseo. Densitometria

Optica.



ABSTRACT

SILVA, S. B. da Effects of platelet-rich plasma in combination with hydroxyapatite in
canine radius defects: radiographic and radiographic optical densitometry evaluations.
[Efeitos do plasma rico em plaquetas combinado a hidroxiapatita em fraturas induzidas
experimentalmente em rddio de cdes: avaliacdo radiogrifica simples e por meio da
densitometria Optica radiogrifica]. 2006. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo,
Sao Paulo, 2006.

Platelet-rich plasma (PRP) is an autologous source of growth factors derived from
centrifugation of whole blood. Human studies demonstrated that the growth factors contained
and released from PRP, in combination with autografts, allografts, xenografts or bone
substitutes, enhance the rate of bone formation and its quality, facilitating graft placement and
osseointegration. However, the results of PRP in animal model are controversial. The aim of
the present study was to study the effects of PRP in combination with unabsorbable
hydroxyapatite on new bone formation in an experimental canine diaphyseal radius defects
stabilized with bone plate. Eight mature, male and female mongrel dogs were selected
weighed 5 to 15 Kg. Bone defects were created, bilateral, with oscillating saw in both radii
diaphysis, corresponding to 25% of bone diameter. In the right radius (group HA/PRP), the
defect was filled with PRP and hydroxyapatite. In the left radius (group HA), was placed
hydroxyapatite alone. Autologous PRP was obtain by a simplified technique using a
laboratory centrifuge. Clinical evaluations, bone formation and bone density by use of
radiographic and optical densitometry, were compared between group HA/PRP and group
HA after 15, 30, 45 and 60 days post surgery. Radiographic and densitometric evaluations
demonstrated density increase at defect sites immediately after surgery due to hydroxyapatite
radiopacity. The radiographic images show a progressive enhance of callus formation in both
treatment, however the optical densitometry demonstrated a progressive density increase only
at group HA. The radiographic and densitometric study did not indicate a significant
difference (p>0,05) in the bone formation between group HA/PRP and group HA. The present
study demonstrated that the technique which was used to obtain autologous PRP in
combination with unabsorbable hydroxyapatite could not accelerate the bone regeneration in

comparisons with hydroxyapatite alone.

Key words: Platelet-rich plasma. Hydroxyapatite. Dogs. Bone callus. Optic densitometry.
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Introdugdo 17

1 INTRODUCAO

As fraturas em ossos longos sdo comuns na clinica de pequenos animais €, na maioria
dos casos, consolidam adequadamente apds correta estabilizacdo. Entretanto, algumas
fraturas, mesmo apds tratamento adequado, resultam em unido retardada ou ndo unido. A fim
de se evitar estas complicagdes ortopédicas, vem aumentando o interesse dos cirurgides em
utilizar agentes osteoindutores naturais ou sintéticos que apresentam capacidade quimiotatica,
mitética e de diferenciagdo das células mesenquimais indiferenciadas em células
osteogénicas, produzindo matriz 6ssea (MARTINEZ; WALKER, 1999).

Os agentes osteoindutores como enxertos, hormonios e fatores de crescimento tém
sido utilizados com sucesso no homem e nos animais, no intuito de promover a formagao
Ossea em fraturas, artrodeses e principalmente em defeitos 6sseos e fraturas cominutivas para
o tratamento e prevencdo de unides retardadas e ndo unides (KAWAGUCHI et al., 2001;
KERWIN; LEWIS; ELKINS, 1991; PASCALEV; AMINKOV; MECHKARSKI, 1997;
WILKENS et al., 1996).

A regeneracdo Ossea depende de fatores biomecanicos e bioldgicos. A atuacdo dos
fatores de crescimento locais e sist€émicos nas diferentes fases da regeneracdo (inflamagdo,
reparo e remodelacdo) sdo essenciais para o recrutamento de células imediatamente apds a
injuria, assim como potencializar a produgao de tecido 6sseo (REMEDIOS, 1999).

Por estarem no sangue, as plaquetas sdo as primeiras células presentes na lesdo e
liberam fatores de crescimento responsdveis pela migracdo e ativacdo das células que
iniciardo o processo de reparo de tecidos moles e dsseos (CARLSON, 2000 ).

O plasma rico em plaquetas € fonte natural de fatores de crescimento obtido a partir da
centrifugacdo do sangue total. Sendo autdégeno, impede a transmissdo de doencas infecto-
contagiosas e reacOes imunoldgicas (OBARRIO et al., 2000).

A combinacdo do plasma rico em plaquetas (PRP) e enxertos autégenos, alégenos,
xendgenos e substitutos dsseos demonstrou ser eficaz no tratamento de defeitos dsseos
periodontais, maxilares e mandibulares, estimulando a regeneracdo éssea, aumentando a
velocidade de formacgdo 6ssea e sua qualidade (MARX et al., 1998; OBARRIO et al., 2000;
WILTFANG et al., 2003; MAZOR et al., 2004). Porém, a literatura referente ao uso do
plasma rico em plaquetas em ossos longos tanto no homem como nos animais € escassa

(DALLARI et al., 2006; GANDHI et al., 2006; SARKARA et al., 2006).
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Tendo em vista esta realidade, avaliou-se os efeitos do PRP associado ou nido a
hidroxiapatita ndo absorvivel em fraturas transversas induzidas experimentalmente em terco
médio de radio de caes e fixadas com placas e parafusos 6sseos. No grupo controle utilizou-se
a mesma técnica sem adicao do PRP. Avaliou-se comparativamente a evolugdo clinica didria
dos animais, o tempo de formacdo e a densidade mineral do calo dsseo por exames
radiograficos simples e por densitometria dptica aos 15, 30, 45 e 60 dias de pds-operatdrio.

Investigou-se os efeitos do PRP aut6geno para fins cirdrgicos como adjuvante nas
osteossinteses das fraturas com placas e parafusos 6sseos, visando a aceleragdo do processo

de formacdo do calo sseo em caes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 REPARACAO OSSEA

Ap6s a injuria 6ssea, hd migracdo plaquetdria, degranulacdo e liberagcdo de fatores de
crescimento derivados das plaquetas (FCDP) e fatores de transformacdo de crescimento beta
(FTC- B) que iniciam o processo de regeneracdo Ossea . Por estarem presentes no sangue, as
plaquetas sdo as primeiras células a migrarem para a lesdo liberando seus fatores de
crescimento e iniciando o processo de hemostasia e regeneracao tecidual (CARLSON, 2000).
Os FCDP estimulam a mitogénese de células tronco medulares que irdo produzir FTC-j,
transferem osteoblastos do enddsteo para a fratura, iniciam a angiogé€nese estimulando a
mitose de células endoteliais e atraem macréfagos para o foco de fratura. O FTC- f ativa a
mitose de fibroblastos e pré-osteoblastos e promove sua diferenciacio em osteoblastos
funcionais. Estimulam também os fibroblastos a produzirem matriz coldgena e os osteoblastos
a produzirem a matriz 6ssea que suportard os vasos neoformados (MARX et al.,1998;
TISCHLER, 2002).

Os macréfagos também sdo atraidos ao foco de fratura pelo baixo gradiente de
oxigénio e liberam fatores de crescimento derivados dos macréfagos e fatores angiogénicos
que sdo semelhantes ao FCDP. Estes fatores associados ao FTC- B liberado pelas células
tronco medulares irdo atuar na regeneracdo e nao mais os fatores liberados pelas plaquetas. O
periodo no qual as plaquetas atuam diretamente com seus fatores de crescimento ndo é
superior a 5 dias (MARX, 2001).

Em quatro semanas, ha a presenca de ostedide, osso jovem revascularizado e, os
macréfagos migram da regido (KNIGHTON; SILVER; HUNT, 1981). A maturacdo do osso
jovem envolve a presenca de proteinas dsseas morfogenéticas (POMs) que ndo estdo

presentes no plasma rico em plaquetas (MARX et al.,1998).
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2.2 PRINCIPAIS FATORES DE CRESCIMENTO PRESENTES NAS PLAQUETAS

A concentracdo de plaquetas autégenas em pequeno volume plasmético promove a
concentracdo de pelo menos sete fatores de crescimento: fator de crescimento derivado das
plaquetas (FCDP-BB; FCDP-ao; FCDP-af), fator de transformacdo de crescimento beta-1
(FTC-B1), fator de transformagdao de crescimento beta-2 (FTC-B2), fator de crescimento
semelhante a insulina tipo I (FCI-I) e fator de crescimento epidérmico (FCE) (MARX, 2004).
H4 também a presenca do fator de crescimento vascular endotelial (FCVE) (MARX, 2001).

O PRP aumenta principalmente a concentragcdo de FCDP e FTC-B, demonstrado
através de estudos de anticorpos monoclonais, que também indicaram a presenca de
receptores para estes fatores nas células osteoprogenitoras e células tronco da medula éssea
(MARX et al., 1998).

FCDP ¢ uma glicoproteina sintetizada pelas plaquetas e armazenado em alfa granulos.
E sintetizado e armazenado por outras células como macréfagos, células endoteliais,
fibroblastos e células musculares (MILLIS, 1999; ROSS; RAINES; BOWEN-POPE, 1986). E
o primeiro fator de crescimento presente na lesdo, iniciando o processo de regeneracdao
tecidual e 6ssea (MARX et al.,1998). Aumenta a migracdo de mondcitos, neutréfilos, e
fibroblastos para a lesdo. Quanto mais células migram para a lesdo, maior a quantidade de
FCDP liberado, estabelecendo assim um “feed-back” positivo (MILLIS, 1999). Sugere-se que
o aumento na concentracdo de FCDP estd diretamente relacionado ao aumento no infiltrado
celular na lesdo. O FCDP também ativa algumas células como neutréfilos e fibroblastos que
liberam enzimas lisossomais e colagenase que facilitam a migracdo de novas células a lesdo e
a remodelacdo (MILLIS, 1999).

O FCDP estimula a angiogénese, a formacao de tecido de granulacdo, sintese de DNA,
ativa a expressdo de FTC-f3 pelos macréfagos e € um potente mitogénico para fibroblastos e
osteoblastos, além de aumentar a sintese de prostaglandinas e reabsor¢cdo 6ssea (CARLSON,
2000; MILLIS, 1999).

Os fatores de transformacgdo de crescimento (FTC) beta 1 e beta 2 pertencem a
superfamilia de fatores de crescimento e de diferenciacio, assim como as proteinas Osseas
morfogenéticas (POMs) (CELESTE et al., 1990). Estdao geralmente envolvidos no reparo
tecidual e 6sseo (MIYAZONO, 1994; ROBERTS; SPRON, 1993). Sdo liberados pelas
plaquetas por degranulacao e apresentam efeito prolongado. Atuam sobre fibroblastos, células

tronco da medula, células mesenquimais indiferenciadas, principalmente pré-osteoblastos,
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influenciando nos mecanismos de reparo tardio e de remodelacdo do osso produzido (BECK
et al., 1993; MARX et al.,, 1998). Apresentam funcdes importantes como quimiotaxia e
mitogénese das células precursoras dos osteoblastos e estimulacdo da deposi¢do da matriz de
coldgeno pelos osteoblastos no reparo 6sseo, além de inibir a formacdo de osteoclastos e
reabsor¢do Ossea, favorecendo a formacao do tecido 6sseo (CARLSON, 2000).

O FTC B- 2 regula a diferenciacdo, proliferacdo e expressao de populacdes celulares
como os precursores de condrécitos, osteoblastos e osteoclastos (LANE; BOSTRON, 1999).

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina I e II sdo estimuladores da formacao
dssea e sua presenca nas plaquetas parece atuar nos precursores de osteoblastos e osteoblastos

endoteliais que irdo produzir o tecido 6sseo primério (CARLSON, 2000).

2.3 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) consiste na concentraciao de plaquetas no plasma e
de seus fatores de crescimento (CARLSON, 2000; SCHLIEPHAKE, 2002). Segundo Marx
(2001), para ser eficaz, o PRP deve apresentar pelo menos 1.000.000 plaquetas/microlitro.
Whitman, Berry e Gree (1997) e Obarrio et al. (2000) consideram como ideal 500.000 a
1.000.000 de plaquetas/microlitro no plasma rico em plaquetas, entretanto hd relatos de
numeros inferiores a estes com efeitos benéficos (OKUDA et al., 2003; WEIBRICH; KLEIS;
HAFNER, 2002).

Segundo Marx et al. (1998), o PRP apresenta concentracdo plaquetdria 338 % maior
que a presente no sangue e este aumento plaquetdrio na lesdo, ativa a cascata responsiva ao
FCDP e FTC-p.

A alta concentracio plaquetdria estd relacionada com o aumento na concentracdo dos
fatores de crescimento no plasma, entretanto as propor¢des dos diferentes fatores de
crescimento no PRP ndo se apresentam proporcionais e seu significado biolégico ainda €
incerto (LANDSBERG; ROY; GLICKMAN, 2000; OKUDA et al., 2003; WEIBRICH;
KLEIS; HAFNER, 2002; WEIBRICH et al., 2003).

Segundo alguns autores, a alta concentracdo de leucécitos no PRP aumenta a
resisténcia tecidual local e reduz os riscos de processos infecciosos, 0 que comprometeria a

formacao do calo 6sseo (OBARRIO et al., 2000).
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O PRP apresenta combinacdo dos fatores de crescimento em codgulo natural,
autégeno, composto também por fibrina, fibronectina e vitronectina que s@ao moléculas de
adesdo necessdrias na migragao celular existente na osteocondugdo, epitelizacdo e integracao
ossea (MARX, 2001, 2004). Atua estimulando a mitogénese, angiogénese e a formagao dssea
quando associado ao enxerto autdgeno isolado ou combinado aos substitutos 6sseos nao
celulares e POMs (MARX, 2001).

Em 1997, Whitman, Berry e Gree ilustraram o primeiro método de preparo do gel
plaquetdrio como substituto da cola de fibrina, um biomaterial utilizado como agente
hemostético e adesivo cirurgico. A natureza adesiva do gel plaquetdrio foi utilizada em
diversos procedimentos cirdrgicos e permitiu melhor adaptagdo do flap mucogengival,
hemostasia e suporte para a cicatrizagdo tecidual, além do aumento da consolidacdo de
enxertos 0sseos autdégenos.

A utilizagdo do PRP € indicada na cirurgia bucomaxilofacial, principalmente para
melhorar a incorporacdo de enxertos autégenos . O gel de plaquetas funciona como adesivo,
permitindo que enxertos particulados possam ser adaptados e mantidos no leito receptor
(KASSOLIS; ROSEN; REYNOLDS, 2000; SHANAMAN; FILSTEIN; DANESH-MEYER,
2001; WHITMAN; BERRY; GREE, 1997), facilitando as reconstru¢des Osseas, reparos de
fissuras e fistulas buconasais e sinusais (SIMON et al., 2006; WHITMAN; BERRY; GREE,
1997).

Na década de 90, iniciou-se o estudo da concentracio de plaquetas no plasma
autélogo, os fatores de crescimento presentes nas plaquetas e sua relacio com o aumento na
integracao de enxertos (MARX et al., 1998).

Marx et al. (1998) avaliaram as regeneracdes Osseas no homem em osteotomias de
mandibulas com 5 cm ou mais, devido a presenca de tumores benignos e malignos, utilizando
enxerto 0sseo esponjoso autdlogo, associado ou ndo ao PRP. Os resultados radiograficos
demonstraram que o PRP promoveu a formacdo de tecido dsseo 2,16 vezes mais maduro apds
2 meses, 1,88 vezes mais maduro em 4 meses e 1,62 vezes mais maduro em 6 meses, além de
uma quantidade maior de osso, comparado com o grupo controle.

Fennis, Stoelinga e Jansen (2002) realizaram osteotomia do angulo da mandibula de
cabras, fixacdo do fragmento com placa e parafusos e enxertia de osso autdlogo coletado da
crista ilfaca, associado ou ndao ao PRP, no foco de fratura. Nos animais em que o PRP foi
utilizado, observou-se radiograficamente aumento considerdvel do osso regenerado. A

avaliacdo histoldgica e histomorfométrica demonstrou calo 6sseo mais abundante em 3 e 6



Revisdo da Literatura 23

semanas e preenchimento 6sseo maior apds 6 e 12 semanas (FENNIS; STOELINGA;
JANSEN, 2004).

O preenchimento do alvéolo dentdrio com PRP e osso autélogo apds a extracdo
dentaria no homem demonstrou maior quantidade de osso maduro com melhor organizagdo
trabecular e maior regeneragdo dssea comparada com o grupo controle, que apresentou tecido
conjuntivo preenchendo a maior parte do defeito (ANITUA, 1999; SAMMARTINO et al.,
2005). Tamae (2005) verificou através da andlise sob microscopia de fluorescéncia que a
aplicacio do PRP em alvéolos dentdrios de coelhos proporcionou real aceleragdo da
neoformacdo dssea.

Em pacientes humanos que apresentavam fenda labial e palatina unilateral, a adi¢dao do
PRP ao enxerto esponjoso autdlogo da crista iliaca demonstrou na avaliagcdo tomogréafica
computadorizada, aceleracdo da osteogénese e diminuicdo da reabsor¢do do enxerto
(OYAMA et al., 2004).

Mendonga-Caridade, Juiz-Lopez e Rubio-Rodriguez (2006) relataram formacao Ossea
precoce em reconstrug¢do craniofacial e obliteracdo do seio frontal em um paciente tratado
com osso autélogo da crista iliaca ou osso cortical alégeno proveniente de banco de 0ssos
humano associados ao PRP.

Defeitos 6sseos em mandibulas fixados com placas e preenchidos com osso autélogo
da crista iliaca e PRP apds a ressec¢do de tumores odontogénicos benignos em 5 pacientes
humanos apresentaram boa consolidacdo 6ssea sem complicagdes pds-operatérias e durante
24 meses de acompanhamento. Segundo os autores, as particulas de osso autélogo no gel
plaquetario foram facilmente mantidas no leito receptor (SIMON et al., 2000).

Robiony et al. (2002) avaliaram em humanos a presenca do PRP associado ao enxerto
Osseo autdlogo da crista iliaca na osteogénese por distracdo em mandibulas atréficas, cujos
resultados radiograficos demonstraram formacao éssea com mineralizacdo precoce.

Wiltfang et al. (2003) citam que a combinacdo do PRP aos transplantes &sseos
aumenta a atividade das células alvo — osteoblastos - presentes, resultando na aceleracao da
formacao dssea e integragao do enxerto.

A adicdo do PRP em cultura de osteoblastos humanos promoveu a proliferacdo
celular, sugerindo sua aplicacdo clinica (FERREIRA et al., 2005; KANNO et al., 2005).
Segundo Arpornmaeklong et al. (2004), a adicdo do PRP em cultura de células da medula
Ossea promovem a proliferacdo celular mas nao a sua diferenciagdo em pré-osteoblastos.

Os enxertos 6sseos autélogos possuem alto potencial osteogé€nico, resposta precoce e

aceleram o processo de reparo 6sseo, porém sua quantidade € limitada, necessita de um
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campo cirdrgico para a colheita, gera dor, edema e sangramento no local da doacdo e sdo
facilmente reabsorvidos apds a enxertia (KIM et al., 2002a; FLO; PIERMATTEIL 1999).
Devido a estes fatos, os substitutos Osseos, enxertos alégenos e xendgenos sao muito
utilizados quando se deseja aumentar o volume 6sseo do paciente (KIM et al., 2002a).

Os substitutos Gsseos apresentam caracteristicas osteocondutoras, podem ser
produzidos naturalmente ou sinteticamente, s@o incorporados no osso do receptor em
quantidade ilimitada e, associados ao PRP, promovem a regeneracao 6ssea (HOKUGO et al.,
2005; KIM et al., 2002a).

Obarrio et al. (2000) foram os primeiros a relatar o uso do PRP associado ao enxerto
Osseo liofilizado alégeno na cirurgia periodontal. As observagdes clinicas demonstraram que a
presenca do PRP em defeitos periodontais no homem aumenta a taxa de osso neoformado e
produz osso de excelente qualidade, conferindo a esta biotecnologia 6timo potencial. Os
autores sugeriram o uso do PRP ndo somente em cirurgias periodontais, como também em
cirurgias orais, maxilofaciais, implantologia, ortopedia e neurocirurgia.

Nos pacientes humanos, o PRP combinado ao enxerto 6sseo liofilizado alégeno em
lesdes periodontais, reconstru¢des mandibulares, alveolares e para o levantamento de seios
maxilares, atua como suporte para a formagdo 6ssea, melhora a qualidade de tecido dsseo
neoformado e diminui o tempo de cicatrizagio (KASSOLIS; REYNOLDS, 2005;
KASSOLIS; ROSEN; REYNOLDS, 2000; LEKOVIC et al. 2002).

Mazor et al. (2004) realizaram o levantamento do seio maxilar em 105 pacientes,
utilizando 30 a 40% de osso autélogo, 60 a 70% de xenoenxerto (0sso inorganico bovino) e
PRP. A radiografia panoramica e tomografia computadorizada demonstraram consolidag¢do
precoce e estes resultados permitiram reducdo do periodo de exposi¢do do implante dentdrio
em 66%.

Kim et al. (2002b) estudaram a eficacia do PRP associado ao osso desmineralizado e
liofilizado na osteointegracdo de implantes dentdrios em defeitos dsseos de cdes e observou
maior formagdo dssea e maturacdo precoce quando comparado ao grupo controle .

A adi¢ao do PRP ao fosfato-B-tricdlcico em seios maxilares acelerou a formagao do
osso neoformado e reduziu a degradacdo do material enxertado (WILTFANG et al., 2003).
Velich et al. (2004) realizaram defeitos Osseos bilaterais em mandibulas de caes e
preencheram com fosfato-B-tricélcico e fosfato-B-tricdlcio associado ao PRP. Apés 6 semanas
os resultados histomorfométricos e histoldégicos nao demonstraram diferengas entre os dois
grupos, porém apds 12 semanas a formagao dssea apresentou-se significativamente maior no

grupo PRP e fosfato-B-tricélcico. Kovics et al. (2005) observaram que a presenca do fosfato-
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B-tricdlcico em defeitos 6sseos mandibulares de cdes aumentou a densidade na avaliagdo
tomografica no momento pds-operatério e o grupo tratado com fosfato-p-tricilcico e PRP
apresentou densidade maior apds 6 semanas porém com maior relacio tecido dsseo / tecido
mole significante em 12 semanas.

Yazawa et al. (2004) observaram através de exames histopatolégicos, a presenca de
osso jovem neoformado em defeito de 8 mm no osso craniano de coelhos preenchido com
fosfato-B-tricalcico e PRP apds 1 més. No grupo controle, somente com fosfato-B-tricélcico, o
osso jovem foi observado apds 2 meses.

Hauschild et al. (2005) relataram o uso clinico do fosfato-B-tricdlcico associado ao
PRP em artrodese da articulagdo tarsica no cdo obtendo-se fusdo Ossea e completa
biodegradagdo do enxerto.

Wiltfang et al. (2004) comparam o uso do PRP combinado ao osso autélogo, fosfato-
B-tricdlcico, ao osso inorganico bovino ou a esponja coldgena bovina em defeitos criticos no
0osso craniano de mini-porcos. Os defeitos preenchidos com osso autélogo e PRP
apresentaram ossificacdo maior na fase inicial comparado com os defeitos preenchidos com
0sso autdlogo somente. Apds 12 semanas os resultados foram semelhantes. Ja a adi¢do do
PRP aos substitutos 6sseos ndo apresentou efeitos significantes e os autores nao recomendam
o PRP nestas combinagoes.

A avaliacdo dos efeitos do PRP associado ao enxerto autélogo da crista iliaca na
regeneracdo 6ssea de pequenos defeitos em coelhos e em seios maxilares de ovelhas e coelhos
demonstrou resultados radiograficos, tomograficos e histomorfométricos nao significativos
estatisticamente (AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2002; BUTTERFIELD et al., 2005;
JASKE et al., 2003).

Segundo Jaske et al. (2003), o modelo de regeneracdo 6ssea animal deve ser diferente
do modelo humano, justificando a baixa capacidade regenerativa do plasma rico em plaquetas
em seus estudos em ovelhas.

Os resultados da andlise histomorfométrica do estudo realizado por Choi et al. (2003)
em cdes demonstraram que a combinacdo PRP e enxerto 6sseo autélogo causou retardo da
consolidagdo dssea em defeitos 6sseos mandibulares, quando comparado ao grupo sem o
PRP.

Aghaloo, Moy e Freymiller (2004) compararam o efeito do osso autdlogo isolado,
PRP e o0sso inorganico bovino e osso inorganico bovino isolado em defeitos de 8§ mm
realizados em osso craniano de coelhos. Nao foram observadas diferencas entre as densidades

do grupo xenoenxerto e xenoenxerto/PRP, porém o estudo histomorfométrico demonstrou
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aumento da drea Ossea significante apds 1, 2 e 4 meses de pds-operatorio no grupo tratado
com PRP/xenoenxerto comparado com o xenoenxerto isolado. Entretanto o osso autdlogo
demonstrou efeito superior aos demais grupos.

Roldén et al. (2004) observaram que a combinacao do PRP ao enxerto autélogo ou ao
0sso inorganico bovino no aumento da espessura mandibular de ratos ndo apresentou
diferencas quando comparados com os grupos sem a adi¢do do PRP.

A associagdo do PRP ao enxerto d6sseo liofilizado mineralizado e ao enxerto 6sseo
liofilizado desmineralizado em defeitos 6sseos de 8 mm no cranio de coelhos, apresentou na
avaliacdo radiografica, tendéncia ao aumento da densidade Ossea e, na avaliagdo
histomorfométrica tendéncia ao aumento da drea Ossea, porém ambos sem diferencas
estatisticas (AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2005).

Grageda et al. (2005) realizaram o aumento do seio maxilar em ovelhas adicionando
enxerto 6sseo xendgeno liofilizado desmineralizado combinado ou nao ao PRP. Os resultados
das avaliagOes histomorfométricas apds 3 e 6 meses ndo demonstraram diferencas estatisticas
entre os grupos. A presenca do PRP associado ao enxerto dsseo xendgeno liofilizado
desmineralizado em defeitos peri-implantes dentdrios em cdes ndo apresentou no primeiro,
segundo e terceiro més de pds-operatério diferenca entre as densidades minerais Osseas
avaliadas por meio da absorciometria de raios-x de dupla energia (DXA), quando comparadas
ao grupo sem o PRP (SANCHEZ et al., 2005).

A aplicag@o do PRP isolado ou combinado a proteina 6ssea morfogenética-2 (POM-2)
e defeitos 6sseos em coelhos nao apresentou diferencas significantes quando comparado ao
grupo sem tratamento (JUNG et al., 2005).

Sarkara et al. (2006) avaliaram o efeito do PRP em defeitos ¢sseos criticos em tibia de
ovelhas, fixados com haste bloqueada e placa dssea. Os resultados radiograficos,
tomograficos e histolégicos ndo demonstraram diferengas nas dreas mineralizadas, densidade
mineral e volume 6sseo entre o grupo com e sem 0 PRP. A quantidade e distribui¢do do osso
neoformado, cartilagem e tecido conjuntivo no foco de fratura variou individualmente, porém
a distribui¢cdo média foi semelhante nos dois grupos.

Gerard et al. (2006) compararam a consolidacdo de defeitos bilaterais realizados na
margem inferior de mandibulas de caes preenchidos com osso autélogo com e sem adi¢ao do
PRP. No grupo com PRP, observou-se na anélise histomorfométrica, aumento na quantidade
de osso jovem e aumento na degradacdo do enxerto apds o primeiro e segundo més de pos-
operatorio. A avaliagdo radiografica, apés o primeiro e segundo més, demonstrou maior

radiopacidade no grupo sem o PRP e, no terceiro e sexto més, ambos 0s grupos apresentaram
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radiopacidade semelhante. Os autores concluiram que o PRP apresenta efeito estimulador
somente no fnicio da consolidacdo, provavelmente, devido ao aumento do ndmero de
osteoblastos ativados que formardo o ostedide, e a reabsor¢do do enxerto deve-se ao aumento
do ndmero de osteoclastos ativados; concluiram também que o produto final dos enxertos

suplementados ou ndo com o PRP apresenta o mesmo volume 6sseo e densidade mineral.

2.4 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita € material ceramico utilizado com muita frequéncia em cirurgias
maxilofaciais (KIM et al., 2002a) isolado ou associado ao PRP (EWERS, 2005; FURST et al.,
2003). Sua caracteristica estrutural € semelhante a fase mineral do tecido d6sse, além de sua
porosidade que influencia na sua osteocondutividade (BLOKHUIS et al., 2000).

Estudos experimentais da hidroxiapatita em cdes demonstraram sua propriedade
osteocondutora isolada ou associada a agentes osteoindutores, sem apresentar efeitos adversos
(CEHRELI et al., 2003; DE KOK et al., 2005; RAHBEK et al., 2005).

Hu et al. (2003) implantaram composto de hidroxiapatita e coldgeno associados ou ndao
a proteinas 0sseas morfogenéticas (POMs) com o intuito de mimetizar a matriz dssea em
defeitos de 2 cm em radio de cdes. Os defeitos preenchidos com o composto e POMs
consolidaram em 6 meses, enquanto o grupo controle desenvolveu unido fibrética. Os
resultados confirmam o efeito osteoindutor das POMs e osteocondutor da hidroxiapatita.

A implantacdo de cilindros cerdmicos porosos de hidroxiapatita e fosfato-B-tricdlcico
com 1,5 cm de comprimento e 1,2 cm de didmetro combinado ao peridsteo autélogo em
defeitos 6sseos em fémores de 21 cdes apresentou osso neoformado e fusao gradual ao tecido
dsseo dos receptores apds 2 meses. Observou-se apds 4 a 6 meses osteointegracdo do implante
com a presenca de sistemas Haversianos, confirmando a efetividade do substituto dsseo
(CONG et al., 2001). Manjubala, Sastry e Kumar (2005) implantaram 55% de hidroxiapatita e
45 % de fosfato-B-tricdlcico em defeitos parciais em fémores de cdes e os resultados

radiograficos e histologicos provaram a boa biocompatibilidade do implante.
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2.5 OBTENCAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) pode ser obtido através de diferentes protocolos e
todos os procedimentos devem ser realizados com técnica asséptica e simultaneamente ao
preparo do leito receptor (MARX et al.,, 1998; MARX, 2004). A quantidade de sangue
necessaria é variavel e depende do método de obtenc¢ao utilizada (TISCHLER, 2002).

Na literatura ha relatos de protocolos que utilizam centrifugacao tnica (ANITUA,
1999; FONTANA et al., 2004) ou dupla, realizadas em centrifugas laboratoriais comuns
(KIM et al., 2002a; KIM et al., 2002b), através de plasmaferese (SHANAMAN et al., 2001),
centrifugacdo seriada (DUGRILLON et al., 2002; FENNIS et al., 2002) ou utilizando
separadores celulares especificos para a obtengdo do PRP (WEIBRICH et al., 2003).

Através da pun¢do venosa periférica ou central, obtém-se sangue em frascos estéreis
contendo citrato de sédio (ROSSIJR.; LEMOS; PISPICO, 1999). A coleta de sangue deve ser
realizada antes do inicio do procedimento cirdrgico para que a fluidoterapia ndo dilua o
sangue, diminuindo o nimero de plaquetas (MARX, 2001).

Na primeira centrifugacio, o sangue € separado em diferentes camadas de acordo com
a densidade celular. As hemadcias ocupam a porcdo inferior € o plasma a porcao superior. O
plasma diferencia-se em duas camadas: o plasma pobre em plaquetas (PPP) na por¢do
superior e o plasma rico em plaquetas na por¢do central do tubo (MARX et al.,1998) contendo
plaquetas e leucocitos (OBARRIO et al., 2000). Na segunda centrifugacao, utiliza-se o PRP e
o PPP, as células brancas e uma pequena quantidade de células vermelhas (MARX, 2001;
SCHILIEPHAKE, 2002) .

A coagulacao do PRP deve ser realizada no momento da aplicacdo adicionando
cloreto de célcio a 10% e trombina bovina (MARX, 2001; TISCHLER, 2002; WHITMAN;
BERRY; GREE, 1997). A trombina, na presenca do célcio, promove a clivagem do
fibrinogénio plasmatico em fibrina, promovendo a polimerizacdo dessa enzima (WHITMAN
et al., 1997). A coagulacdo ativa as plaquetas que degranulam e secretam os fatores de
crescimento imediatamente. Em 10 minutos elas secretam 70 % e, na primeira hora, ja terao
secretado 100 % de seus fatores de crescimento (MARX, 2001).

Muitos protocolos obtém o PRP através de plasmaferese ou centrifugacdo seriada,

necessitando maior quantidade de sangue (450 a 500 ml), sendo centrifugado em sistema de
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autotransfusdo e separacdo de células’. Ap6s a producdo do PRP, o PPP e as hemécias sao
reinfundidas no paciente (CARLSON, 2000; DUGRILON et al, 2002; FURST et al, 2003;
MARX et al., 1998; OBARRIO et al., 2000; SHANAMAN; FILSTEIN; DANESH-MEYER,
2001; WHITMAN; BERRY; GREE, 1997).

Existem separadores celulares que necessitam de pequena quantidade de sangue (45 a
60 ml de sangue venoso), porém, estes equipamentos desenvolvidos para a obtengdo do
plasma rico em plaquetas automatico apresentam alto custo, tornando o processo muitas vezes
invidavel (ROSSIJR.; LEMOS; PISPICO, 1999).

Anitua (1999) coletou 10 a 20 ml de sangue em tubos de Sml contendo 10% de citrato
trisédio e centrifugou a 160 gravidades (g) por 6 minutos em temperatura ambiente.
Descartou 1 ml do PPP de cada tubo e o restante do plasma foi separado incluindo 1 a 2
milimetros da fase das células vermelhas. Para a formacao do gel adicionou-se 50 microlitros
de cloreto de calcio 10% em cada tubo contendo 1,2 ml de PRP (ANITUA, 1999).

Em 1999, Rossi Jr., Lemos e Pispico desenvolveram um novo protocolo em caes o
qual coletou 3 tubos estéreis com anticoagulante citrato de sédio” contendo 4,5 ml de sangue
venoso. Os tubos foram centrifugados em centrifuga laboratorial comum® a 750 rpm por 10
minutos e apds a centrifugacdo, pipetou-se o plasma rico em plaquetas dos trés tubos e
adicionou-se a0 PRP 1 ml de cloreto de calcio a 10% e 10.000 UI de trombina bovina,
obtendo-se o codgulo apés 10 minutos. A contagem de plaquetas do PRP demonstrou valores
entre 1.000.000 e 1.200.000 plaquetas/microlitro, confirmando a positividade do plasma. Este
protocolo foi modificado por Rossi Jr (2003) a fim de se produzir um PRP com maior
concentracdo de plaquetas. Apés a primeira centrifugagdo, todo o plasma e 1 ml do creme
leucoplaquetario ("buffy coat”) é pipetado e recentrifugados a 1300 rpm por 10 minutos (400
g). Apos a segunda centrifugagdo, retira-se 50% do plasma sobrenadante e utiliza-se os 50 %
de plasma restante e o botdo plaquetario para a formagao do plasma rico em plaquetas. Pode-
se retirar maior quantidade de plasma para aumentar a concentracdo de plaquetas.
Homogeniza-se o PRP e adiciona-se tromboplastina associada ao cloreto de cdlcio para obter

a coagulacdo.

'~ ELMD-500 - Medtronic
% _ Vacutainer - BD
3 - Centrifuga Fanen 260 mp de 8x15 ml
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2.6 DENSITOMETRIA OPTICA RADIOGRAFICA

O reparo 6sseo apds injuria resulta em alteragdes da densidade mineral dssea. Estas
mudangas podem ser mensuradas através de técnicas invasivas como a andlise de cinzas,
histomorfometria microscopica eletronica, porém estas técnicas ndo permitem a avaliagdo
sequencial de pacientes ja que muitas vezes requerem a eutandsia. Nestes casos as técnicas
ndo invasivas radioldgicas ou ndo radioldgicas sdo indicadas (LOUZADA et al., 1998a;
MARKEL; SIELMAN; BODGANSKE, 1994).

A densitometria Optica radiografica, também conhecida como fotodensitometria, é
uma técnica radiolégica nao invasiva, precisa, de facil execucdo e de baixo custo que avalia a
variacdo da densidade mineral 6ssea por meio de imagens radiograficas (LOUZADA et al.,
1994; LOUZADA et al., 1998a; MURAMOTO, 2003). A mensuragdo da densidade Optica
(DO) das imagens radiograficas consiste em um método relativo que fornece valores de
densidade mineral em milimetros de aluminio, por meio da comparacdo da imagem
radiografica de uma regido 6ssea de interesse a imagem de um penetrometro de aluminio,
escala graduada de caracteristicas conhecidas que, por ser exposta a radiacio X
simultaneamente ao 0sso, serve como padrao referencial (LOUZADA, 1994; LOUZADA et
al., 1998b; MACK; VOSE; NELSON, 1959). A utilizacdo do aluminio como material para a
confeccdo do penetrdmetro padrido deve-se ao fato deste material possuir coeficiente de
absor¢do a radiacdo X semelhante ao do tecido 6sseo (MACK; VOSE; NELSON, 1959;
OWEN, 1956).

A avaliagdo radiografica simples ndo € eficiente na deteccdo de alteragdes do processo
de mineralizagdo 6ssea quando ha reabsor¢do inferior a 30% de seu conteido (GARTON et
al., 1994). A densitometria Optica radiografica € indicada por Louzada et al. (1998b) para
transpor as limitacdes visuais e a subjetividade da interpretacdo radiogréfica simples.

A metodologia da densitometria Optica radiografica requer padronizacdo acurada da
técnica radiografica e dos processos de digitalizacdo das imagens obtidas para minimizar as
variagdes dos valores obtidos (DELAQUIERRE-RICHARDSON et al., 1982).

Na Medicina Veterindria, a densitometria Optica ainda € pouco utilizada e ha relatos de
sua utilizacdo para a padronizacdo dos valores normais da massa Ossea em caes e gatos de
acordo com peso, sexo e idade (MURAMOTO, 2003; SANTOS, 2002; VULCANO et al.,
1998) e em potros Quarto de Milha em crescimento (VULCANO et al., 1997). E um método

que permite o diagndstico precoce da osteopenia em doencas metabdlicas (RAHAL et al.,
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2002), a determinagdo das variagdes de densidade 6ssea em fungdo da idade cronoldgica de
coelhos normais (LOUZADA; MESQUITA-FILHO, 1999) e avaliacdo seriada da densidade
em defeitos dsseos para o acompanhamento da neoformacgao 6ssea (DE VRIES et al., 1996;
GUERRA, 2002; LOUZADA, 1988).

Louzada et al. (1998a) avaliaram as densidades Osseas em tibias de cdes e compararam
com as medidas de suas massas secas. Como referencial densitométrico, foi utilizado neste
estudo um penetrometro de aluminio com 18 degraus e cada degrau com 0,5 mm de altura. Os
autores observaram correlacdo entre as duas formas avaliadas e concluiram que a técnica
densitométrica € prética, precisa, prescinde de padronizagdo rigorosa uma vez que as andlises
sdo feitas de forma relativa, fazendo o uso de objeto de referéncia e metodologia apropriada.

Rahal et al. (2002) verificaram as alteracdes da densidade mineral Ossea no
hiperparatireoidismo secundario nutricional em gatos e concluiram que a densitometria dptica
em imagens radiograficas € um método eficiente de avaliagcdo da desmineralizacdo Ossea
observada anteriormente ao inicio dos sinais clinicos.

Louzada (1988) utilizou a técnica de densitometria Optica em radiografias com o
intuito de avaliar o preenchimento 6sseo em perfuragdes em ulna de coelhos. No estudo,
empregou-se escala de aluminio com 9 degraus e 2 mm de altura cada degrau. A avaliagcdo
densitométrica demonstrou aumento de densidade dssea nas regides perfuradas compativeis
com as andlises histopatoldgicas.

Guerra (2002) avaliou o efeito de perfuracdes 6sseas na consolida¢do de fraturas em
terco distal de radio de caes e segundo o autor, o exame densitométrico do foco de fratura
permite avaliar a solidez do calo 6sseo em formacdo e os resultados sdo compativeis com a

avaliacdo histoldgica e tomogréfica.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, estando de acordo com os principios

éticos de experimentacao animal.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 8 animais adultos da espécie canina, sem raga definida, machos ou
fémeas, com pesos compreendidos entre 5 e 15 kg, provenientes do Centro de Controle de

Zoonoses de Maua.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Estudou-se os efeitos do plasma rico em plaquetas associado a hidroxiapatita
comparativamente a utilizacao isolada da hidroxiapatita em fraturas transversas induzidas em
terco médio de radios, fixadas com placas e parafusos 6sseos e suas implicacdes na evolugdo
do processo de formacdo de calo dsseo. Para tanto, avaliou-se os fendmenos relativos a
evolucdo clinica dos animais e evolucdo do calo 6sseo por meio de radiografias simples e
densitometria 6ptica radiografica.

Realizou-se ostectomia em terco médio dos rddios bilateralmente e considerou-se o
rddio direito grupo HA/PRP e o rddio esquerdo grupo HA. No grupo HA implantou-se
somente a hidroxiapatita no foco de fratura e no grupo HA/PRP, hidroxiapatita associada ao
plasma rico em plaquetas. A quantidade de hidroxiapatita implantada foi o suficiente para
preencher o defeito dsseo e semelhante em ambos os grupos. Analisou-se os achados clinicos,
radiograficos simples e por densitometria Optica relativos a proposicdo aos 15 (15D), 30

(30D), 45 (45D) e 60 (60D) dias de pds-operatorio.
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3.3 CONDUTA PRE-OPERATORIA

Os animais foram previamente vacinados (Gctupla Recombitek® C6/CV' e anti-
rdbica) e vermifugados (Bulvermin®?). Para o controle de ectoparasitas utilizou fipronil
tépico (FrontLine Plus®3).

Realizou-se hemograma completo e contagem de plaquetas no Laboratério Clinico
VCM-HOVET/USP no periodo pré-operatério e nova contagem de plaquetas no periodo pré-
operatoério imediato.

Foram selecionados para o estudo, os animais sadios que ndo apresentaram alteracdes

no exame clinico, no hemograma, no leucograma e na contagem de plaquetas.

3.4 CONDUTA OPERATORIA

Os cdes foram submetidos a jejum hidrico de 6 horas e alimentar de 12 horas. O
protocolo anestésico foi padronizado pelo Servico de Anestesia do Hospital Veterindrio da
FMVZ-USP. Como medicacdo pré-anestésica administrou-se acepromazina (0,05 mg/kg)
associada a morfina (1 mg/kg) por via intramuscular (IM). Decorridos 20 minutos,
cateterizou-se a veia safena para inducdo da anestesia e a realizacdo da fluidoterapia com
Ringer Lactato (5 a 10 ml/kg/h). Procedeu-se entdo indugdo anestésica com propofol (5
mg/kg) intravenoso (IV) e a intubagdo orotraqueal com sonda de calibre adequado para cada
animal. A manutencdo anestésica foi realizada com isofluorano em quantidade suficiente para
manutencao de plano anestésico adequado.

Ap0s tricotomia e antissepsia com alcodl 70%, realizou-se colheita de sangue venoso
da veia jugular para o preparo do PRP simultaneo a intervencao cirdrgica.

Apés tricotomia, antissepsia com dlcool 70% e solu¢do de iodo PVPI e preparo
rotineiro de campo operatdrio, realizou-se incisdo cutianea na face cranio-medial do radio. A

seguir, efetuou-se a divulsdo dos tecidos subjacentes ao radio. Apds a visualizagdo da diéfise

! Merial Satiide Animal Ltda
% - Copeli
3 _ Merial Sadde Animal Ltda
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do osso, iniciou-se os procedimentos de ostectomia e fixacdo dos fragmentos fraturados. A
ulna permaneceu integra.

Para melhor estudo e quantificagdo da formagao do calo ésseo, retirou-se com auxilio
de serra oscilatéria pneumdtica Synthes Mini Air® fragmento 6sseo, formando defeito de
aproximadamente 25 % do didmetro do rddio. Concluidas as manobras, implantou-se no foco
de fratura do grupo HA hidroxiapatita (Gen-Phos®*) e, no grupo HA/PRP, hidroxiapatita com
adicao do PRP. Findada esta etapa operatdria, iniciou-se a técnica de colocac¢do de placa e
parafusos 6sseos, que compreendeu a fixacdo da placa de tamanho adequado ao o0sso,
perfuracdo das corticais 9sseas com broca e furadeira pneumatica, macheamento, medicao da
profundidade do orificio e por fim a introducdo do parafuso cortical. Realizou-se a sutura da
musculatura e tecido subcutineo com fio de poliglactina 3-0° em pontos simples continuos e,

posteriormente, a sutura de pele com nylon 3-0 em pontos simples separados.

3.5 PROTOCOLO PARA OBTENCAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Nos animais previamente anestesiados, realizou-se colheita de sangue da veia jugular
em 4 tubos estéreis de 3,0 ml contendo anticoagulante citrato de s6dio® .

Os tubos foram centrifugados em centrifuga comum’ de acordo com o protocolo de
Kim et al. (2002a) e Kim et al. (2002b) a 1000 rpm, equivalente a 90 gravidades por 10
minutos (Figuras 1 e 2).

ApOs a primeira centrifugagdo, pipetou-se cuidadosamente com técnica asséptica todo
o plasma e a camada de creme leucoplaquetério (“buffy-coat”) os quais foram transferidos
para 2 tubos estéries.

O plasma foi centrifugado novamente a 1500 rpm, equivalente a 200 gravidades por
10 minutos.

Apés a segunda centrifugacdo, o botdo plaquetdrio permaneceu no fundo do tubo
(Figura 3). Retirou-se 2/3 do plasma sobrenadante com o auxilio de uma pipeta estéril e

homogenizou-se cuidadosamente o plasma restante (1/3) as plaquetas obtendo-se o plasma

4 Baumer
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rico em plaquetas. Uma amostra do PRP foi separada para a contagem manual do nimero de
plaquetas presentes.

No momento da aplicagdo do enxerto ao leito receptor, adicionou-se ao PRP e a
hidroxiapatita, 20% de tromboplastina cdlcica® (Figura 4) hidratada com 2 ml de dgua
destilada estéril para a coagulacdo do PRP (Figura 5). Homogenizou-se até a formacao do gel
(Figura 6). O gel de PRP associado a hidroxiapatita foi adicionada ao foco de fratura no

Grupo HA/PRP.

¥ _ Soluplastin® - Wiener
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Figura 1 - Centrifuga laboratorial comum Fanen Excelsa Baby®
utilizada para obtencdo do plasma rico em plaquetas

Figura 2 - Tubos apds a primeira centrifugacdo do
sangue total. Visualiza-se o plasma na
porcao superior e as hemdcias na por¢ao
inferior
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Figura 3 -

Tubos estéreis apos a segunda centrifugagdo. Visualiza-
se o plasma e o botdo plaquetario no fundo dos tubos

@ wiene

Figura4 - Tromboplastina célcica utilizada

para a coagulacdo do plasma rico
em plaquetas

37
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Figura 5 - Adi¢do da tromboplastina célcica ao
plasma rico em plaquetas e
hidroxiapatita para a coagulacdo

Figura 6 - Obtencdo do gel plaquetdrio apds a
coagulacio  com  tromboplastina
célcica

38
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3.5.1 Contagem de Plaquetas

A contagem do nimero de plaquetas presentes no PRP foi realizada com o auxilio da
camara de Newbauer, segundo protocolo utilizado pelo Laboratério Clinico do HOVET-USP .
Diluiu-se 20ul do PRP em 980ul de oxalato de amdnio a 1% em tubos de polipropileno,
homogenizou-se e a solu¢do repousou por 10 minutos. A camara de Newbauer foi preparada
umedecendo as laterais com dlcool 70%, sobrepondo a laminula ao centro da cimara e
realizando friccdo firme até a adesdo da mesma a camara. Apés o repouso da solugdo,
preencheu-se os espacos da camara com 10ul da solucdo em cada lado e, em seguida, a
camara de Newbauer repousou em camara imida com o auxilio de um Becker de vidro e um
chumaco de algoddo umedecido por 10 minutos. Apds o periodo de repouso, contou-se as
plaquetas presentes nos quatro quadrantes periféricos e no quadrante central presentes nos
dois lados da camara. A média do nimero das plaquetas contadas na camara foi aplicada a
seguinte férmula: N= Np x P x D x 5 no qual, N= nimero de plaquetas por mm’, Np= nimero

de plaquetas contidas nos cinco quadrantes, P= profundidade da camara (10), D= fator de

diluicao (50) e 5= nimero de quadrantes quantificados.

3.6 POS-OPERATORIO

Findadas as etapas operatdrias, foram confeccionados pensos no modelo de Robert
Jones que mantiveram-se por 7 dias.

Os animais foram tratados com azitromicina’ na dose de 10mg/kg por via oral a cada
24 horas durante 7 dias.

A analgesia no periodo pés-operatério imediato foi realizada com cetoprofeno'® por
via IM na dose de 2 mg/kg, dipirona s6dica na dose de 25 mg/kg pela via intravenosa (IV) e
doses adicionais de morfina (0,2 mg/kg) pela via IV como medicacdo resgate até controle
total da dor. Para o controle dlgico nos momentos subseqiientes, utilizou-se tramadol'' na

dose de 3 mg/kg a cada 12 horas via oral (VO) durante 5 dias, dipirona sédica na dose de 25

° - Aziplus® - Labyes
19 Profenid injetavel® - Aventis
'"_ Sensitran ® - Libbs
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mg/kg, VO a cada 12 horas durante 5 dias e meloxican'? na dose de 0,1 mg/kg VO a cada 24
horas durante 7 dias.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante trés meses, alimentados
com rac¢do seca para caes adultos e dgua “ad libitum”.

Ap0s este periodo, os animais foram encaminhados para o programa de doacao.

3.7 PROCEDIMENTOS DE AVALIACAO

3.7.1 Avaliacao Clinica

Os animais foram observados diariamente com objetivos voltados ao estudo da
evolucdo clinica pdés-operatoria. Avaliou-se a estabilidade dos focos de fratura através da
palpacdo do membro, aumento de volume e dor na regido da intervengdo cirdrgica e a

utilizacdo do membro na deambulac@o.

3.7.2 Avaliacao Radiologica

Os animais foram submetidos a exames radiograficos para avaliacdo da evolucao do
calo dsseo nos seguintes momentos de observacdo: pds-operatorio imediato (POI), 15 (15D),
30 (30D), 45 (45D) e 60 (60D) dias de pés-operatério. Para tanto, considerou-se a presencga ou
auséncia de linha radiotransparente no foco de fratura (linha de fratura) respeitando a seguinte
graduacio:

¢ 0= linha de fratura ausente
e |=linha de fratura pouco evidente
e 2=linha de fratura evidente

e 3= linha de fratura muito evidente

12 _ Maxican ® - Ouro Fino
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Acompanhou-se também a presenca dos granulos de hidroxiapatita no foco de fratura
e sua reabsorcdo parcial, considerando-se :
e presente (+) = diminuicdo da visibilizagcdo dos granulos de hidroxiapatita
devido a sua reabsorcao parcial
e ausente (-) = a quantidade dos granulos de hidroxiapatita visibilizada manteve-
se semelhante a0 momento anterior
Os laudos foram realizados por Médico Veterindrio radiologista “cego” para os

diferentes tratamentos empregados.

3.7.2.1 Técnica Radiografica

As radiografias foram realizadas com chassi metélico marca Kodak Lanex equipado
com tela intensificadora “regular screens” e filme de 18x24 cm de marca Kodak T-MAT
G/RA. Utilizou-se aparelho de raio X de marca Ray Tec, modelo RT 500/125, com ampola
Toshiba Rotanode Tm Fluray unit model E 7239 X. As radiografias foram realizadas na
projecao médio-lateral, utilizando-se técnica individual devido aos diferentes tamanhos e
pesos dos animais estudados. Para a padroniza¢do das radiografias, foi utilizada a mesma
técnica radioldgica nos diferentes momentos de observagdao. O tempo de exposicao de 0,025
segundos e a distancia entre o foco e o filme de 1 metro foi padronizada para todos animais.

- - o fo 13
Para o processo de revelagado e fixagdo, utilizou-se processadora automdtica .

3.7.3 Avaliacao por Meio de Densitometria Optica por Imagem Radiografica

Nos devidos momentos de observacdo, os animais foram submetidos a exames de
densitometria 6ptica por meio de imagem radiogrifica para a mensuracdo da densidade

mineral 6ssea (DMO) do calo dsseo.

"3 _ Processadora automatica RP-X-OMAT (Kodak Eastman Company)
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3.7.3.1 Técnica Densitométrica

Foram realizadas radiografias simples do osso fraturado, em projecao médio-lateral,
com os animais em decubito lateral, utilizando-se aparelho radiografico convencional. Junto
ao chassi e paralelamente ao eixo maior do osso radiografado, fixou-se o penetrometro de
aluminio de liga especifica”, usado como referencial densitométrico (LOUZADA et al.,
1998) (Figura 7). A escala de referéncia € constituida de 25 degraus, o primeiro degrau com
Imm de espessura, variando a seguir de Imm em 1 mm até o vigésimo quinto degrau. Os
filmes radiogréficos foram revelados em processadora automadtica padrdo. Para a digitalizacdo
das imagens radiogréficas empregou-se scanner de mesa Scan Maker 9800XL Microtek®.

Uma vez digitalizadas pelo programa computacional Deskscan, as imagens foram
armazenadas no computador” no formato JPEG (Joint Photographic Experts Group) e
convertidas em escala em tons de cinza.

As imagens digitalizadas do radio e do penetrometro foram recapturadas e analisadas
por meio do software de processamento e andlise de imagem ImageLab'® segundo Muramoto
(2003).

Para a realizacdo das leituras e andlise da densidade Optica radiogréfica, selecionou-se
com auxilio do mouse, a janela dssea realizada durante a osteossintese (Figura 8). Foram
realizadas 3 leituras consecutivas do foco de fratura de cada animal e de ambos os grupos,
para a obtencdo de valor médio de densidade mineral 6ssea, expressos em milimetros de

aluminio (mmAl) (Figura 9).

' _ Liga de aluminio 2026, ABNT

' _ Microcomputador Pentium III Processador de 450MHz; 128 Mb de meméria RAM e Winchester de 12Gb de
memdria.

' _ Softium Sistemas de Informdtica Ltda-ME.
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Figura 7 — Visualizagdo do programa ImageLab demonstrando antebraco em
projecdo médio-lateral e penetrdmetro com 25 degraus demarcados
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Figura 8§ — Visualizag@o do programa ImageLab demonstrando a sele¢do da drea para

o célculo da densidade 6ptica (DO)
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Figura 9 — Visualizacdo do programa ImagelLab demonstrando o célculo da area

selecionada
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos na avaliagdo da linha de fratura nos diferentes momentos de
observacdo do mesmo grupo foram confrontados estatisticamente através do teste de
Friedman'’ (ANOVA para medidas repetidas ndo paramétricas). Para o confronto estatistico
entre os resultados do grupo HA/PRP e grupo HA no mesmo momento de observagao,
empregou-se o teste de Wilcoxon'®.

Para o confronto dos resultados da avaliacdo da reabsor¢ao da hidroxiapatita dos dois
grupos no mesmo momento de observacdo pds-operatorio foi empregado o teste de Mc
Nemar'. Para a comparacdo dos resultados do mesmo grupo nos diferentes momentos pos-
operatdrios, empregou-se o teste exato de Fisher'”.

Os valores das densidades minerais Osseas foram confrontados estatisticamente
empregando-se andlise de variancia para medidas repetidas20 seguidas do teste de Turkey para
a comparacao dos diferentes momentos de observacdo de um mesmo grupo. Para avaliar as
possiveis diferencas entre os dois grupos no mesmo momento, empregou-se teste-T para duas
amostras (variancias iguais)zl.

O grau de significancia estabelecido foi de 5% (p<0,05).

'7_ Graph Pad Instat 3,01 — Graph Pad Sofwtare, Inc., 1998

'8 _ Graph Pad Instat 3,01 — Graph Pad Software, Inc., 1998

' _ Programa StatXact 3.1- Cytel Software Corporation , 1997
% _ Graph Pad Instat 3,01 — Graph Pad Software, Inc., 1998

*' - Minitab 14.1 — Minitab Inc., 2003
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4 RESULTADOS

Todos os cdes apresentaram hemograma e contagem de plaquetas com valores dentro

do padrao de normalidade.

4.1 CONTAGEM DE PLAQUETAS

Os valores referentes ao nimero de plaquetas no sangue total no momento pré-
operatdrio imediato e no plasma rico em plaquetas foram apresentados sob a forma de tabela

(Tabela 1) e grafico (Grafico 1).

Tabela 1 - Quantidade de plaquetas em milimetros cuibicos (mm°) presentes no sangue
total e PRP no momento pré-operatério imediato e o incremento plaquetario
(%) no PRP. Sao Paulo, 2006

Animais Nuamero de plaquetas sangue | Numero de plaquetas no Incremento
total (mm’®) PRP (mm°) plaquetario
(%)

1 207.000 730.500 252,89
2 354.000 275.000 - 22,30
3 431.000 652.500 51,40
4 232.000 465.000 100,43
5 202.000 775.000 283,66
6 354.000 800.000 125,99
7 291.000 950.000 226,46
8 236.000 1.145.000 385,17
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Griéfico 1 — Representacdo gréfica individual do nimero de plaquetas (mm®) presentes

no sangue total no momento pré-operatério imediato e no plasma rico em
plaquetas (PRP)

4.2 RESULTADOS CLINICOS

Todos os animais apresentaram apoio dos membros operados em todo o periodo
pOs-operatorio.

As medicagdes andlgésicas administradas no pds-operatério foram suficientes para
promover bem estar aos animais, permitindo a manipulacado dos membros operados.

Durante o estudo, ndo ocorreu faléncia dos implantes nos dois grupos e o eixo
Osseo foi mantido em todos os membros avaliados. As feridas cirdrgicas cicatrizaram de
maneira adequada.

Os animais 1, 2, 3, 4 ,5, 6 ¢ 7 ndo apresentaram sinais de infec¢do ou outras
complicagdes durante o estudo. O animal 8 apresentou fistulas cutaneas na regiao do foco
de fratura do membro direito com secrec@o pio-sanguinolenta apds 30 dias da intervengdao
cirdrgica. O exame radiografico revelou areas de lise 6ssea em fragmento distal do radio
direito compativel com osteomielite. Iniciou-se antibioticoterapia com Clindamicina 11
mg/Kg a cada 12 horas. Os exames radiograficos aos 45 e 60 dias de pds-operatério e 15 e

30 dias apds o inicio da antibioticoterapia, respectivamente, demonstraram manutengao da
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area de lise Ossea. Devido a presenca de secrecdo sero-sanguinolenta apds 30 dias do
inicio da antibioticoterapia, realizou-se remocdo do implante e observou-se durante o
procedimento cirdrgico a presenca de fragmento 6sseo (sequestro) no foco de fratura. No
periodo pds-operatério, realizou-se a troca do antibiético por Cefalexina 30 mg/Kg a cada

12 horas durante 30 dias. O animal apresentou 6tima evolucao clinica.

4.3 RESULTADOS RADIOLOGICOS SIMPLES

Observou-se em ambos os grupos, bom alinhamento do eixo dsseo e boa visibilizacao
do foco de fratura nos diferentes momentos de observagao.

O animal 8 apresentou no grupo HA/PRP areas de ostedlise proximas aos 3 parafusos
distais ao foco de fratura e na por¢do cranial do rddio nos momentos 30D (Figura 10A), 45D e
60D. Aos 45 dias, a linha de fratura apresentou-se menos evidente comparado ao momento
30D e as areas de ostedlise apresentaram-se mais extensas (Figura 10B). No momento 60D as
imagens apresentaram-se semelhantes ao momento 45D (Figura 10C).

Os resultados das avaliacdes do grupo HA e grupo HA/PRP referentes a presenca de
linha de fratura e reabsor¢do da hidroxiapatita nos momentos pds-operatério imediato (POI),
15 dias (15D), 30 dias (30D), 45 dias (45D) e 60 dias (60D) de pds-operatério foram

apresentados sob a forma de tabela.

4.3.1 Avaliacao da Linha de Fratura

A evolugdo do calo dsseo ocorreu de maneira favoravel nos diferentes momentos em
ambos os grupos (Figuras 11 e 12), exceto no animal 2 em que a visibiliza¢do da linha de
fratura do grupo HA/PRP tornou-se mais evidente no momento 45D e 60D (Tabela 2 e Figura

13).
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Tabela 2 - Avaliacdo radiografica simples da linha de fratura dos animais do grupo
HA/PRP e grupo HA nos diferentes momentos pds-operatorios (POI, 15D,
30D, 45D e 60D). Sao Paulo, 2006

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Grupo HA/ | HA | HA/ | HA | HA/ | HA | HA/ | HA | HA/ | HA | HA/ | HA | HA/ | HA | HA/ | HA
PRP PRP PRP PRP PRP PRP PRP PRP
Momento
POI 2 2 2 2 0 2 3 2 2 3 2 3 1 2 3 2
15D 2 3 2 3 1 2 2 1 2 2 3 2 3 2 2 2
30D 2 3 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 2 2 2 1
45D 1 2 2 1 0 0 1 1 1 0 2 2 2 2 1 1
60D 1 2 2 1 0 0 0 0 0 0 2 1 1 1 1 0

(0)= linha de fratura ausente. (1)= linha de fratura pouco evidente. (2)= linha de fratura evidente. (3)= linha de
fratura muito evidente. (POI) pds-operatério imediato. (15D) 15 dias de pés-operatério. (30D) 30 dias de pds-
operatorio. (45D) 45 dias de p6s-operatdrio e (60D) 60 dias de pds-operatdrio.

A presenca da linha de fratura ndo foi observada em 3 radios (1 rddio do grupo
HA/PRP e 2 radios do grupo HA) no momento 45D (Figura 14) e em 7 radios (3 radios do
grupo HA/PRP e 4 radios do grupo HA) no momento 60 dias (Tabela 2).

Comparando-se os diferentes momentos de observacdo do mesmo grupo, obteve-se
resultados estatisticamente significativos no grupo HA/PRP entre 15D e 60D (p=<0,05) e no
grupo HA entre POI e 60D (p<0,01) e 15D e 60D (p<0,01) (Tabelas 3 e 4). Em ambos os
grupos, a evolucdo do calo 6sseo foi mais evidente e estatisticamente significante no
momento 60D.

No grupo HA/PRP, a média no momento POI apresentou-se menor que a média no
momento 15D devido a presenca da hidroxiapatita no foco que dificultou a visibilizacdo da
linha de fratura e diminuiu a graduagdo da mesma (animal 3 e animal 7). No momento 15D no
grupo HA/PRP, a média apresentou-se superior ao momento POI devido a reabsorcdo do
substituto 6sseo, tornando a comparacdo entre as médias no momento 15D e 60D diferentes
na analise estatistica (Tabela 3).

Os resultados obtidos entre a comparacdo dos grupos no mesmo momento de
observacao foram, POI: p=0,4375, 15D: p=0,9999, 30D: p=0,8125, 45D: p=0,3750 e 60D:

p=0,3750, nao sendo considerados estatisticamente significantes (p>0,05). Este valores
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demonstram que a evolucao radiogréfica da linha de fratura foi semelhante no grupo HA e no

grupo HA/PRP em todos os momentos pds-operatorios.

Tabela 3 — Valores médios da avaliacao radiografica simples da linha de fratura no grupo
HA/PRP nos diferentes momentos (POIL, 15D, 30D, 45D e 60D). Sao Paulo,
2006
Momento Média
POI 1,87
15D 2,12*
30D 1,62
45D 1,25
60D 0,87*

*_ Diferencas significantes entres os momentos (p<0,05)

Tabela 4 — Valores médios da avaliacao radiografica simples da linha de fratura no grupo
HA nos diferentes momentos (POI, 15D, 30D, 45 D e 60D). Sao Paulo, 2006

Momento Média
POI 2,25%
15D 2,12"
30D 1,62
45D 1,25
60D 0,62+

*- Diferengas significantes entre os momentos (p<0,05)

* _ Diferencas significantes entre os momentos (p<0,05)
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4.3.2 Avaliacao da Reabsorciao da Hidroxiapatita

Visibilizou-se no momento POI intimeros pontos radiopacos correspondentes aos

granulos de hidroxiapatita implantados (Figura 15A). No momento 15D, a diminuicdo da

quantidade dos pontos radiopacos foi evidente tanto no grupo HA/PRP quanto no grupo HA

(Tabela 5 e Figura 15B ).

Tabela 5 - Avaliacdo radiogrifica simples da reabsor¢do parcial dos granulos de
hidroxiapatita nos animais do grupo HA/PRP e grupo HA nos diferentes
momentos pés-operatérios (POI, 15D, 30D, 45D, 60D). Sao Paulo, 2006
Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
HA/ HA/ HA/ HA/ HA/ HA/ HA/ HA/
Grupo PRP | HA PRP HA PRP HA | PRPR | HA | PRP | HA | PRP | HA | PRPR | HA | PRPR | HA
Momento
POI - - - - - - - - -] - -] - - - - -
15D -+ o+ |+ - - - S o T o I B A N
30D - - - - + | - - - -] - -] - - o
45D - - - - - - - - -] - -] - - - - -
60D - - - - - - - - -] - -] - - - - -

(+) presente. (-) ausente. (POI) pés-operatério imediato. (15D) 15 dias de pds-operatério. (30D) 30 dias de

pés-operatorio. (45D) 45 dias de pds-operatdrio e (60D) 60 dias de pds-operatdrio.

A presenca da reabsor¢do parcial da hidroxiapatita no grupo HA/PRP e grupo HA no

mesmo momento pds-operatoério, foi confrontada, estatisticamente, ndo havendo diferengas
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significantes (p>0,05), demonstrando que a presenca do PRP nido alterou a degradacido do
substituto 6sseo.

Na comparacdo dos resultados do mesmo grupo nos diferentes momentos pds-
operatorios, obteve-se diferenca estatisticamente significante (p<0,05) no grupo HA/PRP
entre os momentos 15DxPOI, 15Dx45D e 15Dx60D e, no grupo HA, entre os momentos
15DxPOI, 15Dx30D, 15Dx45D, 15Dx60D, isto é, a reabsor¢do parcial da hidroxiapatita foi

mais evidente no momento 15D tanto no grupo HA/PRP quanto no grupo HA.
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Figura 10 — Imagens radiograficas do rddio direito do animal 8 (grupo HA/PRP). No
momento 30D observa-se dreas de lise na por¢io dssea distal ao foco de fratura
e linha radiotransparente evidente (A). No momento 45D visibiliza-se extensa
drea de lise na porcdo distal ao foco de fratura e linha radiotransparente
evidente, porém mais delgada (B). Areas de lise no momento 60D semelhantes
ao momento anterior (C)
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Figura 11 — Imagens radiograficas do radio esquerdo do animal 4 (grupo HA). Momento
POI visibiliza-se linha de fratura evidente - graduagdo 2 (A). No momento
30D a linha de fratura apresenta-se pouco evidente - graduacdo 1 (B). No
momento 60D nio visibiliza-se a linha de fratura — graduagao 0 (C)

Figura 12—  Imagens radiogrificas do radio direito do animal 5 (grupo HA/PRP). Pés-operatério
imediato demonstrando granulos de hidroxiapatita em quase todo defeito dsseo e linha de
fratura evidente - graduacdo 2 (A). Aos 45 dias de pés-operatdrio visibiliza-se linha de
fratura pouco evidente — graduacdo 1 (B) e aos 60 dias de pds-operatdrio observa-se linha
de fratura ausente — graduagdo 0 (C)
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Figura 13 — Imagens radiogréficas do rddio direito do animal 2 (grupo
HA/PRP) nos momentos 45D (A) e 60D (B). Visibiliza-se
os granulos de hidroxiapatita implantados concentrados
na regido cranial do foco de fratura e linha de fratura
muito evidente em ambas as radiografias

Figura 14 — Imagens radiogrificas do rddio direito do animal 3 (grupo
HA/PRP) no momento POI demonstrando o preenchimento do
defeito 6sseo pelos granulos de hidroxiapatita (A). No momento
30D ndo € possivel visibilizar a linha de fratura e observa-se
reacdo periostal caudal ao foco sugestiva de calo 6sseo organizado

(B).
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Figura 15 — Imagens radiogréficas do radio esquerdo do animal 2 (grupo
HA) no momento POI (A) e 15D demonstrando reabsor¢cdo
parcial da hidroxiapatita (B)
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4.4 RESULTADOS DA DENSITOMETRIA OPTICA RADIOGRAFICA

Os valores médios de densidade mineral 6ssea (DMO) dos animais do grupo HA/PRP

e grupo HA no momento pré-operatério (PRE), pés-operatério imediato (POI), 15 dias (15D),
30 dias (30D), 45 dias (45D) e 60 dias (60D) de pds-operatério foram apresentados sob a

forma de tabela (Tabela 6) e grafico (grafico 2).

Tabela 6 - Valores da Densidade Mineral Ossea (DMO) em milimetros de aluminio
(mmALl) dos animais do grupo HA/PRP e grupo HA nos diferentes momentos
de observacido (PRE, POI, 15D, 30D, 45D e 60D). Sao Paulo, 2006
Momento PRE POI 15D 30D 45D 60D
Grupo HA/PRP HA HA/PRP HA HA/PRP HA HA/PRP HA HA/PRP HA HA/PRP HA
Animal
1 3,9 3,44 | 5,23 5,9 5,01 6,1 394 351 | 439 323 4,9 3,39
2 4,04 421 | 6,32 6,46 | 585 4,55 5,6 5,62 | 591 6,25 5,9 6,64
3 238 298 | 6,53 451 ]| 632 546 | 5,04 455 ] 543 444 | 442 481
4 3,79 3,05 | 3.88 3,92 | 3,65 5,6 | 416 4,68 | 462 446 | 488 448
5 3,26 34 6,41 237 | 401 332 ] 634 6 6,44 547 5.3 545
6 3,72 3 301 4321298 335 | 321 254 | 3,78 3,63 | 421 4,26
7 293 3,65 | 546 3,74 23 238 | 245 2,89 2,4 3,17 | 3,16 3,01
8 3,74 4,02 4 3,17 | 453 4,63 | 5,57 632 | 8,07 7,3 6,96 7,39

(PRE) pré-operatério. (POI) pés-operatério imediato. (15D) 15 dias de pds-operatério. (30D) 30 dias de pos-
operatorio. (45D) 45 dias de p6s-operatdrio e (60D) 60 dias de pds-operatério
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grupo HA nos diferentes momentos de observacao

Em ambos os grupos obteve-se a DMO média no momento POI maior que a média do
momento PRE (Tabelas 7 e 8). No grupo HA/PRP foi observado diferenca estatistica
significante entre o PRE e os momentos POI, 45D e 60D (p<0,05), cujas médias estdo acima
das médias observadas no pré-operatério (Tabela 7 e Grafico 3). No grupo HA, a DMO média
apresentou aumento progressivo a partir do momento POI até o momento 60D, porém, na
andlise estatistica ndo foram observadas diferencas entre as médias (p>0,05) (Tabela 8 e
Grafico 3).

Os resultados do confronto estatistico entre os dois grupos no mesmo momento foram:
momento pré-operatério (PRE) p=0,996, pds-operatério imediato (POI) p=0,249, 15 dias de
pos-operatério (15D) p=0,892, 30 dias de pds-operatério (30D) p=0,972, 45 dias de pOs-
operatério p=0,640 e 60 dias de pods-operatério (60D) p=0,956, ndo havendo diferencas
estatisticas (p>0,05).
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Tabela7 - Valores da Densidade Mineral Ossea (DMO) média em milimetros de aluminio
(mmAl) e desvio padrdo (DP) do grupo HA/PRP nos diferentes momentos pds-
operatérios (PRE, POI, 15D, 30D, 45D e 60D). Sao Paulo, 2006

Momento Média + DP
PRE 3,47 £ 0,20%#e
POI 5,10 £0,47*
15D 4,33 £0,48
30D 4,53 +£0,46
45D 5,13 £0,61#
60D 4,96 + 0,40e

(PRE) pré-operatério. (POI) pds-operatério imediato. (15D) 15
dias de pds-operatério. (30D) 30 dias de pds-operatdrio. (45D)
45 dias de pés-operatério e (60D) 60 dias de pds-operatério.

DP= desvio padrdo.

* = diferengas estatisticas entre os grupos
# = diferencas estatisticas entre os grupos
e = diferencas estatisticas entre os grupos

Tabela 8 - Valores da Densidade Mineral Ossea (DMO) média em milimetros de aluminio
(mmAl) e desvio padrdo (DP) do grupo HA nos diferentes momentos pds-
operatérios (PRE, POI, 15D, 30D, 45D e 60D). Sao Paulo, 2006

Momento Média + DP
PRE 3,46 £ 0,16
POI 4,29 + 0,47
15D 442 + 0,46
30D 4,51 £ 0,50
45D 4,74 + 0,52
60D 4,92 + 0,53

(PRE) pré-operatério. (POI) pds-operatério imediato. (15D) 15
dias de pés-operatério. (30D) 30 dias de pés-operatdrio. (45D)
45 dias de poés-operatério e (60D) 60 dias de pds-operatorio.

DP= desvio padrao.
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5 DISCUSSAO

O plasma rico em plaquetas possui propriedades osteoindutoras e tem sido utilizado
desde a década de 90 como fonte autdégena de fatores de crescimento combinado aos
diferentes enxertos e substitutos Gsseos no intuito de aumentar a formacdo de tecido sseo. E
geralmente utilizado no homem para reconstru¢des Osseas maxilofaciais, levantamento de
seios maxilares, defeitos dsseos alveolares, bolsas periodontais e em implantodontia com a
finalidade de melhorar a osteointegracdo dos implantes dentarios (ANITUA, 1999; LEKOVIC
et al.,, 2003; MARX et al., 1998; MAZOR et al., 2004; ROBIONY et al.,, 2002;
SCHLIEPHAKE, 2002).

Em animais, a aplicagdo experimental do PRP em procedimentos maxilofaciais e peri-
implantes dentdrios apresentam resultados controversos (GRAGEDA et al., 2005; ROLDAN
et al., 2004; SANCHEZ et al., 2005) sugerindo a possibilidade do processo de regeneragio
Ossea no modelo animal diferir do processo no homem (JASKE et al., 2003).

Devido a escassez de relatos do uso do PRP em ortopedia humana (FLORYAN;
BERGHOFF, 2004) e, principalmente, veterindria, propomos avaliar os efeitos do PRP na
evolucdo do calo 6sseo em fraturas transversas induzidas experimentalmente em rddio de
cdes. Horugo et al. (2005), Dallari et al. (2006) e Sarkara et al. (2006) avaliaram
experimentalmente o uso do PRP em ossos longos de coelhos e ovelhas. Ghandi et al. (2006)
observaram os efeitos do PRP na consolidacdo de femores de ratos diabéticos. Hauschild et al.
(2005) relataram tnico caso clinico no qual utilizaram PRP e fosfato-B-tricdlcico em artrodese
da articulagdo tibio-trsica de cdo, proporcionando fusdo completa apds 4 meses sem a
presenca de efeitos adversos.

A habilidade de aceleracdo da regeneragdo 6ssea do PRP no homem foi observada
quando associado a enxertos autélogos (ANITUA, 1999; MARX et al., 1998; OYAMA et al.,
2004; ROBYONY et al.,, 2002; SAMMARTINO et al.,, 2005; SIMON et al., 2005),
aloenxertos (KASSOLIS; REYNOLDS, 2005; KASSOLIS; ROSEN; REYNOLDS, 2000;
LEKOVIC et al., 2002; MENDONCA-CARIDADE; JUIZ-LOPEZ; RUBIO-RODRIGUEZ,
2006; OBARRIO et al., 2000), xenoenxertos combinado ao enxerto autélogo (MAZOR et al.,
2004) e substitutos dsseos (WILTFANG et al., 2003).

No presente estudo, o PRP combinado a hidroxiapatita ndo aumentou a velocidade de
formacdo do calo 6sseo através das avaliacdes radiograficas simples e densitométricas,

estando de acordo com diversos estudos realizados em animais, os quais associaram o PRP a
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enxertos autélogos (AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2002; BUTTERFIELD et al., 2005;
JASKE et al., 2003), xendgenos (AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2004, 2005;
GRAGEDA et al., 2005; ROLDAN et al., 2004;: SANCHEZ et al., 2005) e proteina Ossea
morfogenética (JUNG et al., 2005).

A combinacdo PRP e substitutos 6sseos em estudo realizado com caes, demonstrou
maior densidade no defeito 6sseo somente apds 12 semanas (VELICH et al., 2004). As
densidades dos calos 6sseos no grupo HA/PRP e no grupo PRP foram avaliadas durante 8
semanas e, neste periodo, ndo foram observadas diferencas entre as densidades dos grupos,
estando de acordo com o estudo realizado por Velich et al. (2004).

Optou-se pelo estudo da regeneracdo Ossea no rddio devido a alta incidéncia de
fraturas e nao unides em cdes (FLO; PIERMATTEI, 1999) e também por apresentar menor
quantidade de tecidos moles adjacentes, auxiliando a avalia¢do radiografica simples e por
densitometria Optica. A acurédcia da andlise por densitometria Optica € maior em 0ssO com
menor recobrimento de tecidos moles (DE VRIES et al., 1996).

A avaliacdo da evolugdo do calo 6sseo por meio da radiografia simples e densitometria
Optica radiogréfica foi um método de facil execugdo, rdpido e permitiu a avaliacdo sequencial
do mesmo animal, conforme citado por Louzada et al. (1994), Louzada et al. (1998a) e
Markel, Sielman e Bodganske (1994).

Os cdes foram facilmente posicionados para a realizacdo das radiografias e ndo
necessitaram da administracdo de anestésicos ou sedativos, assim como observado em estudo
realizado por Muramoto (2003). Respeitou-se no estudo a padronizacdo da técnica
radiografica e dos processos de digitalizacdo conforme citado por Delaquierre-Richardson et
al. (1982)

A evolugido favoravel do calo 6sseo nas radiografias simples foi avaliada por meio da
visibiliza¢do do aumento da radiopacidade no foco de fratura, correspondente a proliferacao
periostal junto aos bordos fraturados, caracteristica da formagdo do calo e diminuicdo ou
auséncia da linha radiotransparente, quando ha remineralizacdo da regido fraturada. A
graduacdo individual da linha de fratura no momento pds-operatério imediato (POI) foi
diferente nos animais em estudo, devido a quantidade heterogénea de granulos de
hidroxiapatita implantados no foco, que sdo radiopacos (dificultando, em alguns casos, a
adequada visibilizacdo do foco por sobreposi¢do). Kovécs et al. (2005) relataram o aumento
da densidade em defeitos 6sseos com fosfato-tricdlcico na avaliagdo tomografica.

Durante o procedimento cirirgico, procurou-se implantar a mesma quantidade de

hidroxiapatita em ambos os defeitos Osseos, entretanto, as imagens radiograficas
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demonstraram que isto ndo foi possivel em todos os animais. O tamanho reduzido dos defeitos
Osseos dificultou a implantacdo de quantidades semelhantes de hidroxiapatita em ambos os
radios.

No radio direito (grupo HA/PRP) do animal 3, o preenchimento do defeito ésseo com
a hidroxiapatita dificultou a visibilizacdo da linha de fratura nos momentos POl e 15D, porém
foi possivel diferenciar a hidroxiapatita da cortical 6ssea. A partir do momento 45D,
visibilizou-se proliferacdo periostal e foco de fratura com densidade mais homogénea,
compativeis com consolidacdo dssea.

A andlise radiografica simples do presente estudo demonstrou no grupo HA/PRP e
grupo HA formacdo progressiva do calo 6sseo, consolidacdo dssea em 3 rddios no momento
45D e 7 radios no momento 60D, entretanto sem diferencgas estatisticas na comparagao entre
os dois grupos no mesmo momento de observacdo. Estes resultados radiograficos sao
semelhantes aos do estudo de Aghaloo, Moy e Freymiller (2002) e Sarkara et al. (2006) que
avaliaram os efeito do PRP em modelo animal.

No radio direito do animal 2 (grupo HA/PRP) visibilizou-se nos momentos 45D e 60D
linha de fratura muito evidente, com evolucao radiogréafica desfavordvel quando comparado
ao momento 30D e ndo visibilizou-se outras alteracdes radiograficas. Considerando no estudo
um unico caso de retardo na evolucao do calo 6sseo, nao foi possivel sugerir efeito inibitério
do PRP nas regeneracdes sseas como citado por Choi et al. (2003).

Observou-se no radio direito (grupo HA/PRP) do animal 8, dreas de lise na porcao
Ossea distal a linha de fratura no momento 30 D, e areas mais extensas no momento 45D. A
linha de fratura apresentou-se menos evidente no momento 45D comparada ao momento 30D.
Quando se compararam os focos de fratura nos diferentes momentos avaliados, observou-se
evolucdo radiografica favordvel do calo 6sseo e, desta forma, o animal em questdo nao foi
excluido do estudo.

Devido a implantagdo da hidroxiapatita no foco de fratura, observou-se aumento das
densidades minerais 6sseas (DMQO) em ambos os grupos no momento POI e as DMO no ridio
direito e esquerdo do mesmo animal, apresentaram-se heterogé€neas em 5 caes (62,5%).
Entretanto os valores das densidades no momento POI ndo estdo correlacionados aos valores
no momento 15D, 30D, 45D e 60D, isto é, densidades superiores em um grupo no momento
POI apresentaram-se inferiores nos outros momentos. Sendo assim, observou-se que a
hidroxiapatita demonstrou somente propriedade osteocondutora, conforme relatado por

Blokhuis et al. (2002) e Hu et al. (2003).
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Na avaliacdo radiogrifica simples, a reabsor¢do parcial da hidroxiapatita foi mais
evidente e, estatisticamente significante no periodo 15D, comparada aos demais momentos,
tanto no grupo HA/PRP como no grupo HA. A adi¢do do plasma rico em plaquetas ao
substituto 6sseo implantado ndo alterou sua reabsorcao. Segundo Wiltfang et al. (2003, 2004),
a hidroxiapatita em defeitos Osseos demonstra efeito osteocondutor marcante, entretanto a
adicao do PRP dificilmente influencia a degradacdo da ceramica, estando de acordo com os
resultados observados no estudo em questao.

A hidroxiapatita apresentou no presente estudo propriedades osteocondutoras e
biocompatibilidade, sem apresentar efeitos adversos, assim como observado por Ewers (2005)
e Fiirst et al. (2003) no homem, e por Cehreli et al. (2003), Cong et al. (2001), De Kok et al.
(2005), Manjubala, Sastry e Kumar (2005) e Rahbek et al. (2005) em caes.

Os resultados da avaliagdo por meio da densitometria 6ptica radiografica do grupo
HA/PRP e do grupo HA nos diferentes momentos de observacao ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes. Estes resultados estdo de acordo com Sanchez et al. (2005) que
compararam a densidade mineral através da absorciometria de raios-x de dupla energia
(DXA) peri-implante adicionado xenoenxerto associado ou ndo ao PRP.

A DMO no momento pré-operatério (PRE) ndo pode ser utilizada como referéncia
para a comparagcdo com as DMO nos diferentes momentos pos-operatorios e
acompanhamento da evolucdo do calo dsseo devido a presenca dos granulos de hidroxiapatita
que aumentaram a radiopacidade do foco.

A média das DMO nos diferentes momentos, tanto no grupo HA/PRP, como no grupo
HA, apresentou-se maior que a média da DMO pré-operatéria. As médias das DMO do grupo
HA nos diferentes momentos de observacdo aumentou progressivamente, estando de acordo
com os resultados da avalia¢do radiografica simples que demonstram aumento da densidade
do foco de fratura devido a evolucdo do calo 6sseo. Em contrapartida, no grupo HA/PRP nao
se observou o aumento progressivo, o que difere dos resultados radiograficos simples.

Mesmo com os resultados das avaliacdes radiogrificas simples e densitométricas
semelhantes estatisticamente, observou-se tendéncia ao aumento da densidade e podemos
sugerir que, foi devido ao conseqiiente aumento na mineralizagdo 6ssea, durante o processo de
consolida¢do, no momento 45D no grupo HA/PRP. As DMO foram superiores em 6 casos do
grupo HA/PRP (75%) e DMO média = 5,13 mmAl, enquanto o grupo HA apresentou DMO
média = 4,74 mmAl. Fennis et al. (2002, 2004) também observaram aumento na graduacdo
radiografica referente a formagao do calo dsseo, e calo dsseo mais abundante na avaliagdo

histoldgica, nos defeitos em mandibulas de cabras com PRP apds 6 semanas.
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Na Medicina Veterindria a densitometria Optica radiografica tem sido utilizada como
método de padronizacdo da variacio mineral Ossea em ossos integros (LOUZADA;
MESQUITA FILHO, 1999; MURAMOTO, 2003; RAHAL et al., 2002; SANTOS, 2002;
VULCANO et al., 1997; VULCANO et al., 1998) ou para a avaliacdo da consolidagdo dssea
em defeitos com a presenca (DE VRIES et al., 1996) ou auséncia de enxertos 0sseos
(GUERRA, 2002; LOUZADA, 1988).

Como a densitometria 6ptica radiografica faz a leitura da densidade Optica por
comparacao dos tons de cinza entre a regido de interesse selecionada e a escala de referéncia,
que apresenta absorcdo a radiacdo-x semelhante a do osso(LOUZADA, 1994; LOUZADA et
al., 1998b; MACK; VOSE; NELSON, 1959; OWEN, 1956), ela interpreta que a
hidroxiapatita tem densidade maior que a do osso, por ela ser mais radiopaca, ou seja, por
apresentar a radiografia simples um tom de cinza mais branco que o osso natural. Assim, este
método de medida de densidade ndo reflete somente a densidade do ambiente Gsseo do
animal, mas sim do material radiopaco que se sobrepde a regido estudada.

Por este motivo, a andlise através da densitometria Optica dos defeitos dsseos
enxertados com granulos de hidroxiapatita ndo permitiu a adequada correlacdo da densidade
mineral éssea com a evolucdo do calo dsseo e com a avaliagio da consolidag¢do da fratura. Em
ambos os grupos, pdde-se observar DMO elevada com a presenca de linha radiotransparente
evidente. Os resultados densitométricos obtidos neste trabalho ndo estdo correlacionados aos
resultados radiograficos simples e contradizem o estudo realizado por Guerra (2002) que se
refere a eficdcia da densitometria 6ssea como instrumento de avaliagdo nao invasiva do reparo
Osseo de fraturas sem enxertos.

No presente estudo, a adi¢cao do plasma rico em plaquetas a hidroxiapatita em fraturas
de radio de cdes nao demonstrou na avaliacdo radiografica simples e densitometria Gptica
efeitos estimulatérios na regeneracao dssea. Sanchez et al. (2005) relatam que no periodo de 3
meses, ndo foram observados por meio da absorciometria de raio-x de dupla energia (DXA),
diferencas entre as densidades minerais dsseas em defeitos tratados com e sem o PRP. Sarkara
et al. (2006) ndo observaram diferencgas radiograficas, tomogréaficas e histolégicas entre os
defeitos 6sseos em didfise de tibia de ovelhas tratados com e sem PRP. A combinacdo do PRP
a xenoenxertos e enxertos autdgenos em defeitos no osso craniano de coelhos demonstrou
tendéncia ao aumento da densidade radioldgica e ao aumento na formagao de osso porém sem
diferencas estatisticas (AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2002, 2005). A imagem
radiografica sobrepde estrutura e, devido a isto, talvez ndo seja um método adequado de

avaliacdo da regeneracdo Ossea na presenca de enxertos.
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A andlise da densidade do defeito 6sseo com PRP pode ndo demonstrar os efeitos
estimulatérios da regeneracdo dssea, pois o PRP apresenta os fatores de crescimento FCDP,
FTC-B e FCI-1 (MARX, 2004; ROSS; RANES; BOWEN-POPE, 1986) nao especificos que
atuam nos pré-osteoblastos, fibroblastos, células tronco da medula e células mesenquimais
indiferenciadas (BECK et al., 1993; MARX et al., 1998), estimulando o processo de
regeneracdo Ossea principalmente na fase inicial (CARLSON, 2000; CELESTE et al., 1990;
LANE; BOSTRON, 1999; MARX, 2001; MILLIS, 1999; MIYAZONO et al., 1994;
ROBERT; SPRON, 1993; TISCHLER, 2002). Por ser pouco mineralizado, a avaliacao do
osso jovem, por meio radiogrifico, pode ndo apresentar sensibilidade e, neste caso, a
avaliacdo invasiva histomorfométrica é considera método conclusivo, conforme estudo
realizado por Aghaloo, Moy e Freymiller (2004) e Gerard et al. (2006). A anélise histoldgica
de defeitos dsseos em coelhos preenchidos com fosfato-B-tricilcico e PRP demonstrou a
presenca de osso jovem apds 1 més, enquanto no grupo sem PRP, o osso jovem foi observado
somente apos 2 meses (YAZAWA et al., 2004)

O protocolo de obtencdo do PRP utilizado obedeceu as técnicas assépticas, porém
apresenta como desvantagem a possibilidade de contaminacdo durante a transferéncia do
plasma para o segundo frasco antes da segunda centrifugacdo e durante a retirada do plasma
pobre em plaquetas apds a segunda centrifugac@o. Obarrio et al. (2000) consideram que a alta
concentracdo de leucdcitos presente no PRP poderia atuar como um “antibidtico autégeno”
reduzindo os riscos de infec¢do. Segundo Marx (2004), o PRP estéril ndo promoveu ou inibiu
infec¢des durante seus estudos.

No periodo pds-operatdrio, os animais apresentaram boa evolucao clinica. O animal
nimero 8 desenvolveu sinais de osteomielite, auséncia de faléncia do implante em ridio
direito tratado com hidroxiapatita e PRP, sem apresentar claudicacao. Houve a remissdao dos
sinais de osteomielite (lise dssea e drenagem de secrec@o) somente apds a retirada do implante
e fragmento 6sseo (sequestro). Estes sinais podem estar associados a contaminagdo do campo
operdtorio durante a intervencdo cirdrgica ou a contamina¢do do plasma rico em plaquetas,
sendo que o tnico membro que apresentou sinais de osteomielite foi tratado com o PRP.

No presente estudo, foi adotado o protocolo simplificado para a obten¢do de plasma
rico em plaquetas realizado por Kim et al. (2002a, 2002b) em cdes, o qual necessitou de
centrifuga laboratorial comum, pequeno volume sangiiineo e baixo custo financeiro o que
torna o protocolo vidvel na Medicina Veterindria. A descricdo de técnicas simplificadas de

obtencao do PRP e que dispensam a utilizacdo de equipamentos sofisticados podem ser
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encontradas atualmente (ANITUA, 1999; ROSSI JR., 2003; ROSSI JR.; LEMOS; PISPICO,
1999).

O preparo do PRP foi de ficil execucdo e com duragdo de aproximadamente 30
minutos a partir da colheita do sangue. Exigiu mao-de-obra de um profissional exclusivo para
sua obtenc¢do para que o mesmo fosse preparado simultaneamente ao procedimento cirtrgico,
diminuindo o intervalo entre sua obten¢do e aplicacdo no leito receptor, fato que pode
contribuir para a agregacao plaquetaria.

Para a coagulagdo do PRP, adicionou-se tromboplastina célcica. O mesmo foi
utilizado por Fontana et al. (2004) e Rossi Jr. (2003). O gel plaquetario facilitou a
manipulacdo dos granulos de hidroxiapatita, sua implantacdo e permanéncia no leito receptor,
assim como observado por Kassolis, Rosen e Reynolds (2000), Shanaman, Filstein e Danesh-
Meyer (2001), Whitman, Berry e Gree (1997) e Simon et al. (2006).

Nao foi possivel no estudo, o incremento plaquetdrio superior a 338% como proposto
por Marx et al. (1998) e obtido por Kim et al. (2002a, 2002b). Em 6 animais (75%) obteve-se
nimero de plaquetas no PRP superior a 500.000/mm?, considerado por Obarrio et al. (2000) e
Whitman, Berry e Gree (1997) nimero ideal por apresentar efeitos benéficos.

O rendimento plaquetdrio variou entre 51,4 a 385,17% e, em um caso (12,5%),
obteve-se decréscimo no ndmero de plaquetas do PRP comparado ao sangue total. O
decréscimo no nuimero plaquetdrio foi relatado por Grageda et al. (2005) no PRP de 10
ovelhas obtido em separador especifico para PRP (Harvest Smart Prep Processing- Plymouth,
Mass) e por Weibrich, Kleis e Hafner (2002) em PRP humanos obtidos através do kit Curasan
(Curasan, Kleinostheim, Germany), também especifico para PRP. Grageda et al. (2005)
verificaram incremento plaquetdrio no PRP de 0,7 a 5 vezes maior que o nimero de plaquetas
do sangue total e em dois casos observaram o decréscimo plaquetdrio. A possibilidade de
agregacdo plaquetdria justificaria a quantificagdo reduzida no PRP, ji que as plaquetas
agregadas podem ndo ser contadas (GRAGEDA et al., 2005).

Estudos foram realizados questionando o efeito de diferentes centrifugacdes na
integridade das plaquetas (DUGRILLON et al., 2002; LANDSBERG; ROY; GLICKMAN,
2000). Segundo Marx (2004), o processo de centrifuga¢dao nao deve causar lise ou danificar as
plaquetas para que elas possam secretar ativamente seus fatores de crescimentos. As forcas
mecanicas provenientes da centrifugacdo podem ativar as plaquetas formando peletes e
consequente degranulacdo plaquetdria sem o aumento dos fatores de crescimento presentes no

PRP (DUGRILON et al., 2002; LANDSBERG; ROY; GLICKMAN, 2000). As técnicas para
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a obtencdo do PRP ndo sdo semelhantes e algumas podem nao concentrar nimero suficiente
de plaquetas ativas vidveis para promover o aumento da consolidacdo dssea (MARX, 2004).

Nao houve correlacdo entre o incremento plaquetdrio do PRP e a evolugdo do calo
Osseo entre os diferentes grupos, estando de acordo com Grageda et al. (2005) e Sarkara et al.
(2006) que obtiveram resultados semelhantes em estudo realizado em levantamento de seio
maxilar e em tibia de ovelhas respectivamente. Diferente dos resultados obtidos por Tamae
(2005) que observou a quantidade de osso neoformado diretamente relacionado a média da
porcentagem da concentracdo de plaquetas, e por Wiltfang et al. (2004) que demonstraram a
correlagdo entre o nimero de plaquetas, aumento na quantidade de fatores de crescimento
plaquetdrios e consequente aumento da regeneragdo Ossea.

A concentragdo das plaquetas estd diretamente relacionada a quantidade de fatores de
crescimento que desempenhardo atividade quimiotdtica, mitética e de diferenciacdo celular
(OKUDA et al, 2003; WEIBRICH; KLEIS; HAFNER, 2002; WEIBRICH et al., 2003). A
evolucgdo do calo 6sseo ndo apresentou diferencas estatisticas entre o grupo HA/PRP e grupo
HA tanto na comparacido entre as médias dos grupos nos diferentes momentos como na
comparacdo individual do radio direito e rddio esquerdo, demonstrando que mesmo com
concentracdes plaquetarias diferentes no PRP, o comportamento do calo 6sseo em ambos o0s
grupos foi semelhante (Gréfico 2). O modelo experimental, o tamanho do defeito dsseo e a
localizagdo, assim como o protocolo empregado, podem estar relacionados aos resultados do
estudo.

Resultados benéficos sao observados na Odontologia e em reconstru¢ds maxilofaciais
(AGHALOO; MOY; FREYMILLER, 2004; MARX, 1998; MAZOR et al., 2004; ROBIONY
et al., 2002). O processo de reparo dsseo nos ossos do cranio e mandibula pode ser diferente
dos ossos longos, além disso os ossos da face sdo planos ou alongados (mandibula) e as forgas
atuantes sdo diferentes das for¢as que atuam nos ossos longos, fatos que também poderdao
justificar os resultados controversos.

A atuacdo do PRP na presenca de diferentes enxertos deve ser considerada ja que o
PRP promove, principalmente, a proliferacdo das células presentes (ARPORNMAEKLONG
et al. 2004; FERREIRA et al., 2005; KANNO et al., 2005), potencializando o processo de
reparo Osseo quando associado a enxertos autélogos combinados ou ndo aos agentes
osteoindutores (MARX, 2001; WHITMAN; BERRY; GREE, 1997). Wiltfang et al. (2004)
observaram em mini-porcos que o PRP estimula a regeneracdo somente quando associado ao

enxerto 6sseo esponjoso autélogo e ndo recomenda seu uso com substitutos 6sseos. Contudo
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Wiltfang et al. (2003), Yazawa et al. (2004) e Hokugo et al. (2005) citam efeitos benéficos do
PRP combinado ao substitutos 6sseos no homem e em coelhos.

Estudos adicionais serdo importantes para a padronizagao do protocolo de obten¢ao do
plasma rico em plaquetas em caes, assim como a avaliacdo de seu efeito na regeneracao dssea

em procedimentos ortopédicos, associado aos diferentes enxertos e agentes osteoindutores.
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6 CONCLUSAO

A combinac¢do do PRP e hidroxiapatita ndo acelerou a formagdo do calo ésseo em
fraturas de terco médio em rddio de cdes por meio da avaliacdo radiogréfica simples e da
densitometria 6ptica radiogréfica.

O presente estudo promoveu as seguintes observacoes:

O plasma rico em plaquetas nao alterou o tempo de degradacdo da hidroxiapatita.

A densitometria Optica isolada ndo promove o estudo da evolugdo do calo 6sseo em
defeitos 6sseos tratados com enxertos radiopacos. E um método que auxilia a avaliagio da
densidade, porém, ndo deve ser considerada como tinico método de avaliacdo.

A hidroxiapatita ndo promoveu efeitos adversos nos animais em estudo e nao

apresentou efeito osteoindutor, mas sim, osteocondutor.
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