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Ando devagar porque ja tive pressa
e levo esse sorriso porque ja chorei demais
Cada um de nds compde a sua historia,

e cada ser em si, carrega o dom de ser capaz, e ser feliz
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1 Introducéo

Diante de seguidos desafios na obtencdo de reparacdo 6ssea, a comunidade
cientifica busca respostas em pesquisas relevantes, no sentido de conseguir a
formacéo de tecido 6sseo bem estruturado, para promover estabilidade das estruturas
bucais e conseguentemente desempenhar suas funcbes. No caso de implantes
osseointegraveis deve-se levar em conta que o sitio neoformado deverd suportar
cargas de tensdo e cisalhamento e ndo apenas compressdo, quando submetidos as
forcas da mastigacao.

Ha muitos anos, observa-se a preocupac¢do de autores no sentido de promover
adequada formacao tecidual em areas 0Osseas que devam ser reconstituidas. Um
exemplo é o trabalho de Axhausen, 1956, que avaliou histologicamente a reparacao
0ssea em animais e Partiff, 1962, que estudou as variacdes do trabeculado do 0sso
alveolar normal.

O tecido 0sseo apresenta-se em um processo continuo de remodelacéo, do qual
depende sua reparacdo frente as injurias e alteracdes da normalidade. Este processo
ocorre com a participagdo de varias substancias enddgenas, como paratorménio, a
vitamina A e a calcitonina. O horménio da paratire6ide tem acéo sobre calcio e fésforo e
na regulacdo de fatores de crescimento que atuam diretamente em osteoclastos e
osteoblastos (McCAULEY e SOMERMAN, 1998).

Atualmente, inUmeros estudos deixaram de enfocar os aspectos morfolégicos da
reparacgdo tecidual, passando a enfatizar a pesquisa dos fatores humorais que possam

influenciar a cronologia e a intensidade do processo de reparacao. Esses estudos
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destacaram, entre outros fatores, a acdo das plaquetas ou trombdcitos. As plaguetas
sdo fragmentos citoplasmaticos dos megacariécitos, anucleados, discoides, de dois a
cinco micrébmetros de diametro, com citoplasma complexo e limites externos irregulares
ou disformes, com presenca de mucopolissacarideos, glicoproteinas e fosfolipideos e
gue apresentam um periodo de vida no sangue de sete a dez dias (HARKER e FINCH,
1969).

No mecanismo trombodindmico da coagulacdo as plaguetas participam
ativamente, emitindo pseudépodos que proporcionam a adesividade interplaquetaria e
conseqiiente formacdo do trombo plaquetario. Com a formacdo do coagulo
propriamente dito, desenvolve-se uma rede de fibrina que proporciona um receptaculo
favoravel para a migracéo celular no processo de reparacéo tecidual (RUGGERI, 1997).
As plaquetas, entretanto, também atuam por meio da liberacdo de mediadores quimicos
gue participam do processo inflamatério e da reparacéo tecidual.

O estudo de Gray e Elves, 1982 propiciou um avan¢o muito grande no que diz
respeito a aplicacdo de fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF), quando
apresentaram em seus resultados que o PDGF contribuia para a angiogénese
necessaria ao sucesso dos enxertos 0sseos. Hoje em dia, sabe-se que os fatores de
crescimento no processo de reparacgao tecidual exercem papel fundamental e efetivo na
proliferacdo celular, angiogénese, diferenciacdo e sintese de matriz extracelular, bem
como na quimiotaxia (AAP, 1996).

Mais recentemente, trabalhos com fatores de crescimento (ROSS et al., 1986;
LYNCH et al.,, 1991), inclusive com plasma rico em plaquetas (GARG, 1999),
fundamentaram bases para novas pesquisas em relacdo a neoformacdo tecidual,

maturacao 6ssea e inclusive cronologia de reparo 6sseo (MARX et al., 1998).



20

Apés a euforia inicial com a utilizacdo do plasma rico em plaguetas para
favorecer a neoformacdo Ossea, quando associado ou ndo ao enxerto 0sseo,
resultados controversos subsequientes sugerem a necessidade de mais pesquisas
experimentais sobre o tema. Assim, julgamos oportuno avaliar o efeito do plasma rico
em plaquetas, quando utilizado em &reas preparadas para instalacdo de implantes

dentarios osseointegraveis.
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2 Revisao da literatura

Healy e Egan em 1984, em estudo clinico apos avaliacdo de 21 pacientes, sendo
12 utilizados como teste e 9 como controle, realizaram uma coleta de sangue venoso,
padronizada matinalmente (as oito horas e trinta minutos), por um périodo de 30
minutos em cada paciente. Avaliaram a ac&o do citrato na concentracdo de uma parte
de citrato trisédico a 3,8% para nove partes de sangue e o outro anticoagulante foi o
EDTA em concentracdo de 1,5 mg/mL de sangue. A centrifugacéo foi realizada a 50g,
100g ou 150g por 10 minutos em temperatura de 20°C. Para revelar a adesividade do
PRP foi utilizado o agente receptor 5 hidroxi-triptamina (5 HT). Os autores obtiveram
melhores resultados com o uso de EDTA, refletindo a maior habilidade para inibir o
aglomerado de plaguetas. Chegaram a conclusdo que o método de centrifugacdo e o
tipo do anticoagulante utilizado promoviam diferentes resultados no PRP obtido,
inclusive proporcionando variagdes no nimero, tamanho e reatividade das plaquetas.

Lynch et al. (1987) realizaram estudo experimental controlado em porcos
Yorkshire, para avaliar o efeito sinérgico do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) com outros fatores de crescimento na reparacao tecidual em excisdes de tecido
mole. Na regido dorsal dos animais foram realizadas excisdes de 10 x 20 x 0,5 mm da
epiderme e parcialmente da derme. Os animais foram divididos em grupos: 1 - controle
(apenas gel de albumina porcina ou metil celulose), 2 - PDGF, 3 - PDFG + EGF, 4 -
PDFG + IGF-l. O PDGF foi aplicado em UuUnica vez nas concentracbes de 25

nanogramas (ng), 250 ng, 500 ng e 1,0 micrograma (ug) dispersos em 20 uL de cloreto

de sodio 0,5 M; albumina porcina a 1% ou 30 puL de metilcelulose biocompativel. A
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adicdo de PDGF puro na area cirurgica teve pouco efeito na morfologia ou bioquimica
da reparacdo da epiderme e derme. Adicdo de PDGF parcialmente purificado resultou
em significativo aumento na taxa de sintese de proteina e de DNA. Efeito similar foi
obtido quando o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-I) foi adicionado em
combinacdo com PDGF puro. Esta combinagao de fatores causou um aumento de 2,4
vezes na largura da nova camada de tecido conjuntivo formado e 95% na espessura
epidérmica quando comparado com o controle. Concluiram que a agao sinérgica de
outros fatores com o PDGF s&o importantes na modulacdo do processo de reparagéo
dos tecidos moles.

Lynch et al. em 1989 avaliaram, por meio de estudo experimental em trés caes, a
acao sinérgica da associacdo do PDGF e do fator de crescimento semelhante a insulina
— | (IGF -l), na concentracdo de 1,0 ug em solucédo aquosa gel para regeneracao
periodontal. Previamente, os caes receberam tratamento periodontal com instrumentos
sbnicos para controle de tartaro e do biofilme. Utilizaram em cinco dentes o gel
combinado e em sete dentes gel placebo. Foram tomadas radiografias iniciais e
realizada a elevacdo de retalho muco-periostal para aplicagdo dos respectivos geéis.
ApOs duas semanas, as regides foram submetidas a biopsia e posteriormente a
avaliacdo histolégica. Obtiveram resultados melhores na regeneracédo periodontal dos
dentes tratados com o gel da associacdo dos fatores de crescimento em comparagao
ao grupo controle.

Lynch et al. (1991) avaliaram, em estudo experimental em mandibulas de cées, a
reparacdo Ossea inicial ao redor de implantes de titanio inseridos por pressédo, com e

sem aplicagao de PDGF e IGF-I1 combinados. Como controle foram utilizados oito caes
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gue receberam gel sem a combinag&o dos fatores de crescimento e para 0 grupo teste
guatro cées receberam a aplicacdo combinada. Os caes foram sacrificados apos sete e
21 dias. Ao sétimo dia encontraram que tanto a porcentagem de 0sso preenchendo o
espacgo peri-implantar, quanto a porcentagem de o0sso neoformado que estava em
contato com a superficie do implante, foram significativas no grupo tratado com PDGF-
B/IGF-I. No periodo de 21 dias a porcentagem de 0sso preenchendo o espaco peri-
implantar foi significativamente maior nos casos tratados com PDGF-B/IGF |, mas néo
foi detectada diferenca significante para este tempo de pds-operatdrio em porcentagem
dos orificios dos implantes preenchidos com osso neoformado nem em porcentagem da
superficie do implante em contato com osso neoformado. Os autores concluem que a
utilizacdo de fatores de crescimento ao redor de implantes instalados por presséo
podem estimular a neoformacao ossea.

Becker et al. (1992) realizaram um estudo experimental em cées para avaliar a
regeneracdo 6ssea guiada ao redor de implantes. Para tal, realizaram os seguintes
grupos: 1 - membrana ePTFE isolada, 2 - membrana ePTFE em combinag&o com 0sso
liofilizado desmineralizado (DFDB), 3 - membrana ePTFE com PDGF associado a IGF-I.
Na face vestibular foram padronizados defeitos 6sseos criticos (5,0 mm ou mais) e
recobertos com as membranas. Decorridas dezoito semanas o0s animais foram
sacrificados e realizadas analises histologica e histométrica. Clinicamente, observou-se
aumento do nivel ésseo em dois grupos, grupo tratado somente com a membrana
(p<0.005) e grupo tratado com membrana + PDGF/IGF-I (p<0.01). No grupo membrana
com DFDB, clinicamente, ndo se observou aumento do nivel dsseo. Os resultados
histométricos com ePTFE+PDGF/IGF-I, comparados com defeitos que foram tratados

apenas com membrana de ePTFE (p<0.05), apresentaram maior formacdo 6ssea em
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espessura e altura no defeito ésseo critico criado. Os resultados do grupo tratado com
membrana e DFDB foram variaveis mas ndo superaram o0s outros grupos. Os autores
concluiram que com os resultados deste estudo o uso de membrana de ePTFE sozinha
ou com PDGF/IGF-I podem proporcionar melhora na formagdo O6ssea ao redor de
implantes dentérios.

Cmolik et al. (1993) fizeram acompanhamento longitudinal de trinta e dois meses
em nove pacientes cardiopatas com coagulopatias adquiridas pelo uso de trombina
bovina, que induziu deficiéncia do fator V. Os exames pré-operatorios de tempo de
protrombina (TP) e tempo de ativacdo parcial da tromboplastina (TTPA) apresentavam-
se normais, e a coagulopatia desenvolveu-se uma a duas semanas apds a cirurgia
cardiovascular. A coagulopatia era caracterizada pelo elevado tempo de protrombina e
tromboplastina parcial ativada. Os pacientes apresentavam um nivel baixo de fator V e
fator Xl. Todos pacientes tinham sido expostos a trombina bovina disponivel
comercialmente durante cirurgia vascular ou cardiovascular prévia, com intervalo
variando de um a onze anos. Tiveram um segundo contato com a trombina bovina
durante o ultimo procedimento. Desde o reconhecimento destes casos de deficiéncia do
nivel do fator V adquirido, o processo para o uso de trombina bovina passou a ser mais
cuidadoso e seletivo.

Wang et al. (1994), em estudo experimental em cdes estudaram o efeito do
PDGF na resposta celular do periodonto por meio de imagens projetadas de
radiografias, denominadas autorradiografia, de amostras descalcificadas com
expessura de 5 um e andlise histolégica. Um defeito padronizado com 4x4 mm foi

obtido na dentina no meio da face vestibular das raizes de quatro dentes posteriores
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mandibulares P2, P3, P4, M1 de cada quadrante. Cada raiz foi usada como local para
uma das quatro modalidades de tratamento: agua estéril, membrana de
politetrafluoretileno expandido (ePTFE) isolada, PDGF e PDGF com ePTFE. Uma hora
antes do sacrificio de cada animal, foi administrada H-timidina, sendo os animais
sacrificados apdés um, trés, e sete dias de pds-operatério. Os autores concluiram que
diferencas estatisticamente significativas foram observadas no primeiro e terceiro dia
guando PDGF e PDGF + ePTFE foram comparados com agua estéril e o grupo ePTFE.
Nenhuma diferenca significativa foi observada em fibroblastos marcados entre os
grupos agua estéril e ePTFE em qualquer periodo. Estes achados sugeriram que o
PDGF intensificou a proliferacdo fibroblastica precocemente na reparacdo de feridas
periodontais, tanto utilizado sozinho como em combinacdo com membrana de ePTFE.
Vikjaer et al. (1997) em estudo experimental em calvéaria de coelhos estudaram o
efeito do PDGF recombinante humano BB (rhPDGF-BB) na reparacdo oOssea. Os
defeitos de tamanho critico de forma circular foram preparados no osso da calota
craniana de 16 coelhos. Os defeitos foram fechados no lado dural e cobertos
externamente com membrana ePTFE e, para manter os fatores de crescimento no
local, uma dose de gel de metilcelulose a 4,4% com ou sem rhPDGF-BB (50uL/mL) foi
aplicado no defeito. A formacdo 6ssea foi avaliada apos oito semanas. A reparacao do
defeito em ambos os grupos foi caracterizada pela presenca de osso neoformado ao
longo do limite do defeito original e por area central de tecido conjuntivo. O 0sso
neoformado com rhPDGF-BB tinha uma estrutura trabecular definida, diferindo da
estrutura mais compacta achada no defeito controle. No defeito tratado com rhPDGF-
BB, o crescimento 6sseo foi de 51,8%, comparado com 30,5% no defeito controle. Além

disso, a quantidade de tecido mineralizado e osso medular foi 112 % e 75% maior,



26

respectivamente, para o grupo rhPDGF-BB. A porosidade da lamela cortical no 0sso
neoformado foi de 84% maior no defeito tratado com rhPDGF-BB comparado com o
controle. Estes resultados mostraram que administracdo de dose simples de rhPDGF-
BB estimula neoformacédo 6ssea em defeitos de calvaria de tamanho critico.

Whitman et al. (1997) descreveram o gel de plaquetas como um selante
biolégico, derivado da coleta de sangue autdgeno imediatamente no periodo pré-
operatoério, contendo alta concentragdo de plaquetas. Destacam ainda sua aplicagcédo
clinica em cirurgia maxilo-facial, reconstrucdo mandibular e procedimentos relacionados
a colocacao de implantes osseointegraveis onde obtém bons resultados quando
associado a enxerto 0sseo autdgeno. Também descreve utilizagdo com aparente
sucesso em uma variedade de aplicacbes em outras areas como a neurocirurgia,
otorrinolaringologia, cirurgia geral e cirurgia da cabeca e pescoco.

Landesberg et al. em 1998, alertaram a comunidade cientifica para o risco de
usar trombina bovina no preparo de PRP. Segundo os autores esse composto poderia
estimular a formacg&o de anticorpos para os fatores V e Xl e trombinas resultando em
risco importante ao paciente e propiciando desenvolvimento de coagulopatias.

Marx et al. (1998), realizaram estudo clinico em oitenta e oito pacientes
submetidos a reconstrucdo de defeitos mandibulares de 5,0 cm ou maiores, oriundos de
tumores malignos sem radioterapia. Utilizaram o plasma rico em plaquetas como uma
fonte autégena de PDGF e TGF-p, obtido por centrifugacdo do sangue venoso, coletado
do paciente em uma bolsa (450 ml) com citrato-fosfato-dextrose. O sangue entdo seria
centrifugado (Medtronic Eletromedic EImd — 500 sistema autotransfusédo) a 5400 rpm

para separar o plasma pobre em plaquetas (PPP) dos eritrocitos e buffy coat (plaquetas
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e leucocitos). Posteriormente a velocidade de centrifugacdo foi diminuida para 2400
rpm, para permitir a separacao do buffy coat suspenso em 30 ml de plasma das células
vermelhas. Esta fracdo do buffy coat / plasma é o PRP usado em forma de gel de
plaguetas. Para a confeccao do gel associou-se trombina bovina (10.000 unidades) e
10,0 ml de cloreto de calcio, sendo que em cinco a trinta segundos o contelido assume
a consisténcia de gel. Segundo os autores, a adicdo de plasma rico em plaqueta (PRP)
em enxertos autégenos evidenciou uma taxa de maturacdo 6ssea com avaliagdo
radiografica panoramica de 1,62 a 2,16 vezes maior do que o enxerto sem PRP. Na
avaliacdo histomorfométrica em bidpsias 6sseas obtidas na instalacdo de implantes
dentarios nas areas reconstruidas, houve também grande densidade 6ssea dos
enxertos no qual o PRP foi acrescentado (74,0 % + 11), em comparacao aos enxertos
que o PRP néao foi utilizado (55.1% =+ 8%; p=0.005), sendo que o osso mandibular
original apresentou menor densidade (38.9% + 6%).

Anitua (1999), em estudo clinico controlado em humanos, utilizou plasma rico em
fatores de crescimento (PRFC) em dez pacientes no grupo teste e dez no grupo
controle, com indicacdo de extracdes dentarias. O sangue coletado foi distribuido em
tubos de ensaio de 5,0 ml cada, contendo solugcdo de citrato trisédio a 10%,
centrifugados a 160 G por seis minutos, de forma a obter fracoes separadas. A coleta
do plasma rico em plaquetas inclui cerca de um a dois mm da porgcdo superior das
células vermelhas do sangue da primeira fracdo do tubo apds centrifugacdo. Esse
concentrado com volume de cerca de 1,2 ml por tubo foi associado a 50 ul de cloreto de
célcio a 10% para formacdo do gel. No grupo experimental, apés a exodontia, utilizou-

se PRFC misturado com o0sso autdgeno em 50% dos pacientes para preenchimento do
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alvéolo e, no grupo controle, osso autégeno sem o PRFC para preenchimento do
alvéolo. Entre a décima e a décima-sexta semanas, as biopsias foram feitas utilizando-
se uma trefina na regido reparada. No grupo experimental, pela analise histoldgica,
observou-se areas de osso maduro compacto com trabeculado bem organizado e
morfologia normal e, em dois pacientes, presenca de trabéculas ésseas nao
organizadas e tecido conjuntivo. No grupo controle 100% dos pacientes mostraram
tecido conjuntivo preenchendo a maior parte da area regenerada, com algum
trabeculado 6sseo sendo encontrado. O autor concluiu que a reparacdo 0ssea do grupo
experimental foi melhor do que no grupo controle em quantidade e qualidade.

Katchburian e Arana em 1999, descrevem que o processo pelo qual o tecido
0sseo se desenvolve é denominado ossificacdo ou osteogénese. Os 0ssos podem se
originar de duas maneiras: no seio de uma membrana conjuntiva ou quando o tecido
0sseo se forma substituindo gradualmente um modelo cartilaginoso pré-existente.
Respectivamente, esses processos sao denominados de ossificacdo intramembranosa
e ossificacdo endocondral.

Landesberg et al. (2000) compararam dois métodos para preparacdo de gel de
plasma rico em plaquetas com e sem a trombina bovina e estudaram o0s niveis de
PDGF e TGFp obtidos em cada método. O plasma rico em plaquetas foi preparado por
centrifugacdo e o gel foi produzido usando agente geleificante marca ITA (Natrex
Technologies Inc, Greenville, NC). Os niveis de PDGF e TGF-B gerados pelo gel
formado foram analisados pelo teste ELISA. Ambos os meétodos de preparacao
produziram gel de plasma rico em plaquetas em menos de 30 minutos. Contudo, a

preparagdo ITA nao requer trombina para alcancar a formagédo adequada de gel. Os
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niveis de PDGF e TGF-f foram similares nos dois métodos utilizados. Segundo os
autores, o uso de ITA para preparacdo de gel é equivalente ao uso de cloreto de calcio
e trombina, sem a necessidade de equipamento especial e risco de coagulopatia.
Carlson (2000) afirma que o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) é uma
estratégia para alcancar a reparacio tecidual. E efetivada pelos fatores de crescimento
liberados pela acdo plaquetaria: fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF),
fator de crescimento de transformacéo beta (TGF-B), fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-1). O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) esta envolvido
na reparacao tecidual, pelo papel duplo das plaquetas como reserva de fator de
crescimento e na hemostasia. O PDGF apresenta numerosos efeitos positivos na
reparacdo tecidual incluindo a mitogénese, causando um aumento no numero de
células de reparacdo, a angiogénese e promovendo efeitos sobre outros fatores de
crescimento de células. Dessa forma, resulta na promoc¢éo de funcdes fibroblasticas e
osteoblasticas, promocado de diferenciagcéo celular e aceleragédo dos efeitos dos fatores
de crescimento sobre outras células, tais como macrofagos. O PDGF é uma
glicoproteina sintetizada e secretada pelos macrofagos e células endoteliais e € o
primeiro fator de crescimento. Os efeitos do PDGF ocorrem quando ele se liga nos
receptores da membrana celular. Esta ligacdo ativa um sinal citoplasmatico protéico
interno que ativa 0 gene que expressa agdo mitdtica e angiogénica. O fator de
crescimento de transformacdo beta (TGF-B) é envolvido com a reparacdo de tecido
conjuntivo e reparacdo 0ssea. Quando liberado pela degranulacdo das plaguetas ou
secretado por macrofagos, TGF-B exerce seus efeito nas células adjacentes, que
incluem fibroblastos, células indiferenciadas na medula e pré-osteoblastos. A mais

importante funcdo do TGF-B no tecido 0sseo parece ser a quimiotaxia e mitogénese
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dos osteoblastos precursores e a capacidade de estimular seu depdésito de matriz de
coladgeno para reparacdo com tecido conjuntivo e formacdo Ossea. Os fatores de
crescimento semelhante a insulina | - IGF-I e IGF-II sdo secretados pelos osteoblastos.
Durante a formacdo Ossea promovem um aumento do numero de osteoblastos e
consequentemente aceleram a deposicao 6ssea. Supde-se que a presenca do IGF nas
plaguetas possa atuar nas células precursoras de osteoblastos e nos osteoblastos do
endoésteo.

Kassolis et al. (2000) realizaram avaliacdo clinica e radiografica de quinze
pacientes submetidos a elevacéo de seio maxilar e rebordo alveolar com aplicagéo de
PRP e osso liofilizado desmineralizado e congelado (FDBA). De 4 a 5 meses ap0s a
primeira cirurgia foram colhidas biopsias 6sseas no trans-cirdrgico para instalacdo dos
implantes e para avaliacdo histologica. Dos 36 implantes instalados, 89% foram
considerados clinicamente bem sucedidos demonstrando completa cobertura 60ssea dos
implantes, sem mobilidade e com aparéncia radiogréafica normal na época da exposi¢ao
cirurgica. A avaliagdo histologica revelou extensa area com presenca de ostedide e
formacdo Ossea ao redor das particulas de FDBA, sem evidéncia de infiltrado
inflamatério. Os autores concluiram com os achados clinicos e histologicos que o FDBA
combinado com PRP proporciona uma alternativa terapéutica viavel para instalacdo de
implantes, nos limites desse estudo.

Rosenberg e Torosian (2000) apresentaram um protocolo cirdrgico utilizando
PRP associado a elevacdo de seio maxilar. O enxerto € uma combinacdo de PRP,
trombina, soro fisioldgico, cloreto de calcio e osso particulado autégeno ou heterdégeno.
Apés quatro meses de poés-operatorio 0 paciente retornou para a instalagcdo dos

implantes e instalacdo das proteses provisérias que permaneceram durante seis meses.
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Apés este periodo, as proteses definitivas foram instaladas e o paciente teve retorno
periodico para manutencdo semanal, inicialmente, e mensal, posteriormente.
Concluiram que com esse processo a duragdo necessaria para reparagao do enxerto foi
reduzida em 50%.

Sonnleitner et al. (2000) utilizaram duas centrifugagcbes em combinagdo com
adesivo de fibrina (tisseel). O sangue foi coletado em um tubo a vacuo de 5ml contendo
citrato de sodio e foi processada a primeira centrifugacdo a 160G por 20 minutos,
obtendo-se plasma pobre em plaquetas (PPP), com o PRP situado no segundo nivel e,
no fundo do tubo, células vermelhas. Na parte superior deste terceiro nivel, a partir da
divisa entre o0 soro e ceélulas vermelhas, foi obtida uma camada rica em plaquetas
jovens. O material pipetado foi submetido a uma segunda centrifugacdo a 400G por 15
minutos. ApoOs esta segunda centrifugacédo foi obtida, no topo do tubo, uma camada de
soro de cor amarelo-claro com fibrinogénio e baixa concentracdo de plaquetas (PPP). A
fracdo final, que apresentou grande concentrado de plaquetas, foi utilizada para
producéo do gel.

Marx (2001), apresentou a comunidade cientifica considera¢cdes importantes
relacionadas ao plasma rico em plaguetas, que age como uma porta para estimulacéo e
aceleracdo da cicatrizacdo de tecidos moles e reparacdo 6ssea. Mas, devido a este
potencial, muitos profissionais cometem erros, abusos e aplicacdo incorreta do PRP.
Para o resultado adequado do PRP, segundo o autor, deve-se obter uma concentracao
de 1.000.000 plaguetas/uL em 5,0 ml de plasma. Pelo fato de ser um procedimento
autdgeno o paciente esta livre de transmissao de doencgas infecto-contagiosas. O autor

destaca ainda, a presenca de sete fatores de crescimento no PRP: fator de crescimento
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derivado de plaquetas aa (PDGF AA), PDGF BB, PDGF AB, fator de crescimento de
transformacédo B; (TGFB,), TGFp,, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
fator de crescimento epitelial (EGF) sendo estes considerados nativos e nao
recombinantes. O autor também destaca que o PRP ndo apresenta acdo
osteoindudora, que € efetiva nas proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), mas que
acelera a atividade osteogénica. Além disso, o PRP deve ser preparado no momento de
ser utilizado, pois, dez minutos apds sua preparacao ocorre a liberacdo de 70% dos
fatores de crescimento e ao final de uma hora 100%, sendo que sua acdo no sitio
cirdrgico pode estender-se por oito dias. O PRP néo é carcinogénico, nem mutagénico,
pois atua nas membranas celulares e ndo no nucleo celular e promove expresséo
génica normal. O uso do PRP é considerado uma nova biotecnologia na odontologia e
pode atuar na engenharia tecidual e celular.

Weibrich et al. (2001), em estudo clinico, avaliaram a correlacdo da concentracao
de plaguetas no PRP quanto ao meétodo de extragcdo, a idade, ao género e a contagem
das plaquetas do doador. Utilizaram dois métodos para producdo de PRP: separacao
de plasma descontinuo feito pelo banco de sangue e auto-concentracdo. Obtiveram as
amostras de 158 doadores, sendo 112 homens e 46 mulheres, com idade entre 20 e 62
anos. Chegaram as seguintes conclusbes: a contagem de plaquetas diferiu
significativamente de acordo com o doador, tanto na preparacdo do PRP do banco de
sangue, quanto no método de auto-concentracdo de PRP. A concentracdo de plaquetas
do banco de sangue foi correlacionada com a contagem de plaquetas do sangue total
do doador, contudo n&do houve correlagéo significativa. A idade e género ndo mostraram

influéncia na concentracéo de plaquetas.
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Pefarrocha et al.(2001), destacam a necessidade de estudos experimentais e
clinicos para descartar a existéncia de alteracfes genéticas e cromossdmicas no tecido
onde ocorre a aplicacédo de doses terapéuticas de fatores de crescimento.

Robiony et al. (2002) utilizaram PRP associado a distracdo osteogénica em cinco
pacientes portadores de mandibula atréfica para posterior instalacdo de implantes
osseointegrados. No procedimento cirdrgico para obtencdo do segmento moével da
distracdo osteogénica foram associados 0sso de crista iliaca e PRP. ApOs sessenta
dias, tempo para os movimentos de expansdo e consolidacdo 0ssea, foi possivel a
instalacdo de implantes. Concluiram que a associa¢do da técnica ao PRP promoveu
condicdes efetivas para reparacao local de forma precoce.

Weibrich et al. (2002) avaliaram 213 pacientes para quantificar os fatores de
crescimento contidos no plasma rico em plaquetas. Encontrados em maiores
guantidades foram: o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-AB), fator de
crescimento de transformacdo (TGF-B1) e fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1); enquanto o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-BB) e fator de
crescimento de transformacao (TGF-B2) foram encontrados em menores quantidades.
Nado foram observadas influéncias da idade, género, quantidade de plaquetas e
concentracao dos fatores de crescimento, exceto para o IGF-I.

Martinez et al. (2002) em revisdo da literatura a respeito do risco do uso de PRP
em consultorio dentério, destaca que os concentrados do PRP tém sido amplamente
utilizados na ultima década como complemento as técnicas de reparacao tecidual. Os
autores que utilizam clinicamente o PRP afirmam que ndo apresenta nenhum risco de
infeccdo ou patologia e nenhum efeito indesejado. Porém, os autores da revisédo

guestionam a possibilidade de coincidéncias entre 0 processo carcinogenético e a via
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mitogénica, que utilizam os fatores de crescimento, inferindo que esses fatores
pudessem ser um coadjuvante a mais na formacgéo de displasias epiteliais, carcinomas
orais e invasdes tumorais.

Kim et al. (2002) realizaram estudo experimental em o0sso iliaco de cées para
avaliar a osseointegracdo em areas de defeitos 6sseos com a utilizacdo de 0sso
desmineralizado desidratado e congelado, associado ou ndo com PRP. Cada animal
recebeu implantes de titdnio comercialmente puro bilateralmente nas cristas iliacas num
total de 30 implantes de 10 mm de comprimento por 4,0 mm de didmetro. Foram
criados defeitos junto ao espacgo peri-implantar deixando 3 roscas expostas e foram
realizados as seguintes modalidades de tratamento: 1 — nenhum tratamento (controle),
2 — 0sso desidratado desmineralizado congelado ( DBP), 3 — associa¢cdo do osso DBP
com PRP. Analises histologica e histomorfométrica foram realizadas em 6 e 12
semanas. Os autores concluiram que a associacdo de osso desmineralizado ao PRP
promoveu melhores resultados em comparagao com os obtidos com o grupo controle.

Aghaloo et al. (2002) realizaram estudo experimental para avaliar a agdo do PRP
em defeitos 0sseos no cranio. Utilizaram 15 coelhos (New Zeland) e criaram 4 defeitos
de 8,0 mm de didmetro no cranio de cada animal. Em cada defeito foi aplicado um tipo
de tratamento, como se segue: 1 — 0sso autogeno, 2 — PRP, 3 — 0sso com PRP, 4 —
coagulo (controle). Os defeitos foram avaliados apés 1, 2 e 4 meses com radiografia
digital de subtracdo, histologicamente e histomorfométricamente. Foi encontrada
diferenca significativa nos grupos de 0sso autdgeno com e sem PRP em comparacao
com o grupo controle e o PRP sozinho. N&o foram encontradas diferengas significativas
entre o grupo de o0sso autégeno e o0sso autdgeno e PRP. Também nédo foram

encontradas diferencas significativas entre o grupo PRP e o controle.
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Zechner et al. (2003) em estudo experimental em porcos da india, removeram os
pré-molares inferiores e instalaram implantes associados ao PRP apos a cicatrizagéo
dos alvéolos. Os tempos de avaliagdo foram de 3, 6 e 12 semanas. Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a associacdo do PRP e o
grupo controle. Concluiram que a utilizacdo do PRP é tempo dependente para
alteracbes Osseas.

Sanches et al. (2003) publicaram uma revisdo da literatura sobre PRP. Esses
autores referem que a regeneracdo 0ssea guiada € um meétodo cirdrgico aceito e
empregado em odontologia para aumentar a quantidade e qualidade do osso em areas
de defeitos alveolares localizados. A falta de previsibilidades dos procedimentos
regenerativos 6sseos com varios materiais sugerem necessidades de melhorias nas
propriedades de ossoinducgéo destes materiais. O plasma rico em plaquetas (PRP) pode
ser usado para levar fatores de crescimento em concentracdes altas em locais que
requerem enxertos 6sseos. Os autores avaliaram seis trabalhos que utilizaram PRP em
humanos, sendo cinco relatos de casos clinicos. Concluiram que a utilizacdo do PRP é
uma técnica promissora quando associada aos enxertos 0sseos, porém deve ser bem
planejada. Além disso, requer estudos controlados para obter evidéncias cientificas e
definir indicacdes corretas para seu uso.

Rodriguez et al. (2003) realizaram estudo clinico em 15 pacientes para elevacéo
de seio maxilar com a utilizacdo de osso bovino sem proteinas, associado ao PRP.
Foram operados 24 seios maxilares no total, com altura 6sseo alveolar de 5,0mm,
sendo a instalacdo dos implantes realizada 5 meses apds a elevacdo. A avaliacdo do
tratamento foi feita com tomografia computadorizada e biopsia 6ssea com trefina no

momento da instalacdo dos implantes. Encontraram nas bidpsias caracteristicas
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histologicas de neoformacédo 0ssea e as densidades 6sseas do 0sso neoformado eram
similares ou maiores que as do 0sso remanescente. Os autores concluiram que, diante
da metodologia empregada, a associagdo dos dois compostos promoveu bons
resultados.

Yazawa et al. (2003) em estudo experimental em coelhos avaliaram a quantidade
de fatores de crescimento existente em concentrado de plaquetas, técnica em que
modificou o PRP convencional. A obtencédo desse concentrado foi por meio de dupla
centrifugacdo de sangue venoso humano na forma de cola de fibrina, o qual foi aplicado
em coelhos para realizagdo da imunohistoquimica do anticorpo anti-PDFG. Obtiveram
uma concentracdo de plaquetas trés vezes maior do que no PRP convencional e o
periodo de liberacdo dos fatores de crescimento atingiu aproximadamente sete dias.
Isto eleva a possibilidade que este método possa ser util em aplicagdes clinicas.

Anitua et al. (2004) afirmam que as plaquetas sdo conhecidas pelo papel na
hemostasia, onde auxiliam no controle da perda de sangue em locais de dano vascular.
Para fazer isto, aderem-se, agregando-se umas as outras e formam uma superficie de
procoagulantes que conduzem a geracdo de trombina e formacdo de fibrina,
caracterizando o0 coagulo branco. Plaguetas também liberam substancias que
promovem cicatrizagdo tecidual, influenciam na reatividade de células sanglineas e
vasculares, promovem a angiogénese e a inflamacdo (ANITUA et al., 2004). Elas
contem reservatorios de armazenamento de fatores de crescimento inclusive PDGF,
TGF-B, e VEGF como também citocinas inclusive proteinas como CD40L. Os autores
afirmam que o uso das plaquetas (PRP) em cirurgia de implante dentario com dssea

guiada, € uma situagdo que apressa a ossificacdo claramente ao redor dos implantes
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de titanio. O resultado promove redu¢cdes no tempo requerido para estabilizacdo do
implante e uma taxa de sucesso aumentada. Cirurgias ortopédicas, musculares e/ou em
tenddo, reversdo de Ulceras de pele, correcao de defeitos em cirurgia de olho e cirurgia
cosmética sdo outras situacdes onde o PRP pode ser empregado, favorecendo o
reparo.

Aghaloo et al. (2004) em estudo experimental em cranio de coelhos, avaliaram o
comportamento da neoformacdo 0ssea, com uso de 0sso autdégeno, 0sso heterégeno
(Bio-Oss), osso heterégeno com PRP e controle (mantido com coagulo sangtiineo).
Foram utilizados quatro grupos com cinco animais em cada um, com quatro defeitos
0sseos de 8,0 mm de didametro criados no cranio de cada animal. Os periodos de
sacrificio foram de 1, 2 e 4 meses. Obtiveram 0s seguintes resultados em avaliacdo
radiografica: Bio-Oss, 0sso autdgeno, e Bio-Oss + PRP mostraram um aumento
significativo em densidade 0ssea em todos os periodos pds-operatorios. Pela avaliagdo
histomorfométrica, o grupo tratado com 0sso autdégeno e o grupo tratado com Bio-
Oss+PRP mostraram um aumento significativo na neoformacdo 6ssea quando
comparados aos grupos de tratamento com Bio-Oss e controle. Os autores concluiram
gue o uso de Bio-Oss associado ao PRP pode promover bons resultados.

Fontana et al. (2004) em estudo experimental com 50 ratos Wistar, avaliaram a
acdo do PRP ao redor de implantes laminares em tibias direitas, sendo as do lado
esquerdo utilizadas como controle. Na analise histométrica foram encontrados

resultados favoraveis para o grupo teste (30 + 7 cm?) em comparacdo ao grupo controle

(16 + 3 cm?), para a neoformagéo éssea.
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Weibrich et al. (2004) em estudo experimental com vinte coelhos (New Zeland),
analisaram o efeito do PRP em reparacgéo de tecido 6sseo ao redor de implantes. Para
obtenc&o do PRP foi utilizado o sistema de cole¢édo concentrada de plaquetas (PCCS -
3i, Miami, EUA). Foi instalado um implante (Branemark MK Il Ti Unite) por fémur de
coelho, sendo um lado testado com PRP e o outro sem PRP. No primeiro, sétimo,
décimo quarto e vigésimo primeiro dias foram administrados trés tipos de marcadores
celulares para realizacdo da andlise histomorfologica. Comparando-se a reparagéo
0ssea nos implantes apd6s 28 dias, a Unica diferenca significativa foi vista com
concentracdes de plaguetas de valores intermediarios entre 9.503.000 / 1.729.000
plaquetas/uL PRP. N&do houve nenhuma diferenca no percentual de células da area de
contato osso/implante entre o teste e o controle nos trés grupos. Dessa forma, os
autores concluiram que a concentracdo de plaquetas requerida para que o PRP atue
sobre a reparacdo Ossea apresenta limites estreitos. Efeitos bioldgicos vantajosos
parecem ocorrer quando o PRP é padronizado para uma concentracdo de plaquetas de
aproximadamente 1.000.000/uL. Em concentrac@es inferiores, o efeito € menos eficaz,
enquanto concentracbes mais altas poderiam ter um efeito inibitério. O PRP né&o
produziu um efeito benéfico do ponto de vista da aceleracdo da osseointegracdo dos
implantes instalados.

Wiltfang et al. (2004), em estudo experimental controlado em mini-porcos,
utilizaram defeitos criticos na calvaria, para avaliar a acdo do PRP na reparacéo de
defeitos 6sseos preenchidos ou ndo por meio de biomateriais. Foram utilizados: 0sso
autogeno, granulos de fosfato tri-calcio (CeraSorb), bloco dsseo bovino (BioOss) e 0sso

bovino na forma de esponja de coladgeno (Colloss), com e sem PRP. Duas prepara¢fes
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de PRP foram estudadas: PRP kit (Curasan, Alemanha) e sistema de colegéo
concentrada de plaquetas PCCS (3i, USA). As bidpsias foram obtidas aos 14, 28 e 84
dias de pobs-operatorio. Os espécimes foram avaliados radiograficamente com
digitalizacdo das radiografias obtidas e por imunohistoquimica. Obtiveram os seguinte
resultados: Osso autdogeno e Colloss mostraram a maior porcentagem de
remineralizacdo aos 14 dias, com a utilizacdo do PRP processado no PCCS. Segundo
0s autores, a alta expressao inicial de BMP-2 no grupo Colloss promoveu evidéncias de
inicio precoce da reparacdo 6ssea. Aos 28 dias a acdo do PRP promoveu aumento
0sseo significativo somente quando aplicado em combinacdo com 0sso autdgeno. Com
84 dias ap0s a cirurgia, ambas as preparacdes de PRP jA ndo aumentaram a reparacao
0ssea nos grupos autégenos. A osteocondutividade foi promovida pelo Bio-Oss e
CeraSorb apos 28 dias de cirurgia nos grupos associados ao PRP. Nao obstante, a
adicdo de PRP apenas influenciou reparacdo 0Ossea, degradacdo da ceramica ou
expressao de citocina quando os substitutos de osso eram aplicados. Aos 84 dias, o
nivel de neoformacao 6ssea foi semelhante em todos os grupos. Concluiram que o PRP
ndo somou beneficio adicional quando materiais heterégenos foram usados. Porém, foi
achado um efeito significativo na reparacdo 6ssea inicial no grupo autégeno, quando o
PRP esteve associado, acelerando o processo inicial de neoformagéo 6ssea.

Leme et al. (2004) em estudo experimental em oito cdes avaliaram o potencial
osteogénico do PRP no reparo de cavidades 6sseas. Para tal, removeram o0s pré-
molares inferiores bilateralmente e depois de quarenta e dois dias realizaram o acesso
cirirgico novamente para producdo de oito alvéolos cirurgicos, sendo quatro de cada
lado, os quais foram confeccionados com trefina de trés mm de didmetro e

profundidade de quatro mm. O alvéolo proximo ao molar foi, bilateralmente, preenchido
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com coagulo sangiiineo e os outros com PRP. As bidpsias foram colhidas com sete,
guatorze, vinte oito e quarenta e dois dias e obtiveram os seguintes resultados: para os
dois periodos iniciais 0 PRP promoveu aumento qualitativo e quantitativo no inicio de
formacéo dssea; para o periodo de vinte e oito dias ndo foram observadas diferencas
significativas e para o ultimo periodo o PRP aumentou significativamente a qualidade e
guantidade de osso neoformado.

Yazawa et al. (2004), avaliaram a acdo de substancias antiplaguetarias em
ensaios de obtencdo de PRP para aumentar a concentracdo de plaguetas no gel.
Foram utilizadas amostras de sangue humano com e sem a presenca de prostaglandina
E1l e aspirina e obtidos os géis de PRP, que por sua vez foram suspensos em fosfato
salino para avaliar a concentracdo plaquetaria. Encontraram concentracdes de PDFG e
TGF Bl em uma média superior a 400% nas amostras que apresentavam o0s
antiplaquetarios em comparac¢do ao sangue sem antiplaquetarios. Concluiram que as
substancias antiplaquetarias eram efetivas para concentrar fatores de crescimento de
forma eficaz nas plaquetas.

Yamada et al. (2004a) estudaram a osseointegracdo de implantes dentarios em
associacao a quatro diferentes métodos. Para tanto, foram utilizadas mandibulas de
cées, nas quais foram realizadas exodontias dos pré-molares, bilateralmente. Apdés um
més das exodontias foram criados defeitos 6sseos com trefina e preenchidos com:
PRP, células mesenquimais do animal associadas ao PRP, osso particulado e coagulo
como controle, criando assim, quatro grupos de animais. ApOs dois meses, nas
respectivas areas preenchidas, foram instalados implantes e decorridos mais dois

meses e foram realizadas as biopsias d6sseas incluindo os implantes para avaliagéo
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histologica e histométrica sem descalcificacdo das pecas. Obtiveram o0s seguintes
resultados: no grupo tratado com células mesenquimais e PRP obtiveram uma melhor
formacdo do osso maduro e de neovascularizagdo, comparando-se com 0O grupo
controle. O grupo do PRP apresentou-se semelhante ao grupo de osso particulado, mas
nao superando o grupo tratado com células mesenquimais associados ao PRP.

Yamada et al. (2004b) em estudo experimental em cdes compararam a acao de
células mesenquimais associadas ao PRP, ao osso particulado associado ao PRP e
coagulo (controle), na formacdo Oéssea. Defeitos 0sseos foram produzidos nas
mandibulas dos cées e preenchidos com o0s materiais para avaliacdo radiografica,
histoldgica e histomorfométrica nos periodos de 15, 30 e 60 dias. O grupo tratado com
células mesenquimais associado ao PRP apresentou melhor formacdo de osso maduro
em comparacdo com os grupos de PRP, osso particulado e controle nos dois primeiros
periodos de avaliagdo. Histometricamente, ap0s 60 dias, as areas 0sseas neoformadas
apresentavam as seguintes marcas: controle 18,3 + 4,84%; osso particulado e PRP
61,4 + 3,38%; e células mesenquimais e PRP 67,3% + 2,06%. Estes resultados
demonstram que a mistura de células mesenquimais/PRP foi util como um substituto
0sseo na reparacao tecidual.

Oyama et al. (2004), em estudo clinico, avaliaram a acédo de enxertos ésseo de
crista iliaca associados ao PRP para tratamento de 25 pacientes portadores de fendas
alveolares. Os pacientes apresentavam idade média de 16,1 anos. A evolucdo do
tratamento foi avaliada por tomografia computadorizada, em relagdo a tomografia inicial.
Concluiram que a agdo do PRP promoveu melhores resultados quando associado ao

enxerto autdgeno.
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Freymiller e Aghaloo em 2004, apresentam um artigo de revisdo de literatura em
gue sustentam a necessidade de maiores evidéncias cientificas na utilizacdo do PRP.
Ventilam a possibilidade da acdo do PRP em humanos ser diferente do que aquela em
animais, no tocante a concentracdo de plaguetas. Destacam ainda que a técnica
empregada para obteng¢do do PRP pode promover o sucesso ou insucesso do método,
pois a liberacdo dos fatores de crescimento poderia ocorrer prematuramente,
dificultando a ag&do no sitio desejado. Referiram que o PRP age como um adesivo,
favorecendo a ades&o do enxerto ao sitio cirdrgico. Destacam, ainda, o apelo capitalista
de uma nova técnica pelas industrias e por professores, respectivamente, no
desenvolvimento de centrifugas e realizacdo de cursos. Recomendam pesquisas
experimentais em modelo animal seguras e bem planejadas, visando obter evidéncias
cientificas significativas para posterior indicagdo para o uso em humanos.

Marx em 2004, em revisdo de literatura sobre o uso do PRP, direcionada para
evidéncias que suportem seu uso, destaca o0 seguinte: O PRP ndo é apenas um
concentrado de plaquetas com seus fatores de crescimento, mas também contem trés
proteinas sanglineas que sdo: fibrina, fibronectina, vitronectina. Estas proteinas sao
responsaveis pela adeséo celular para osteoindu¢cdo e agem como matriz para 0Sso,
tecido conjuntivo e migracdo epitelial. O uso de centrifugas em consultério deve
promover a obtencdo de material estéril e uma precisa separacdo das plaquetas das
células sanguineas vermelhas, sem que ocorra a degranulacdo plaquetaria. Algumas
centrifugas de uso odontologico ndo se obtém o PRP conforme descrito acima,
ocasionando resultados indesejados. O procedimento de obtencdo de plaquetas deve
ser autogeno e ndo homdgeno, pois plaquetas de banco de sangue podem produzir

resultados indesejados. As duas centrifugas -certificadas pela Food and Drug
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Administration (FDA) foram a Smart PreP — Harvest Technologies Inc e Platelet
concentration collection system — PCCS, com obtencdo de concentrado de plaquetas
adequados. As células mesenquimais, epidermais, epiteliais, fibroblastos e osteoblastos
expressam receptores de membrana para os fatores de crescimento do PRP, que por
sua vez estimulam a ativacao de proteinas enddgenas, que promovem uma sucessao
génica normal e induzem a proliferacdo celular, formacdo de matriz, sintese de
colageno, formacdo Ossea, etc. Apds a acao inicial dos fatores de crescimento, que
pode permanecer de 7 a 10 dias, ocorre a acdo dos macrofagos dentro da ferida,
consumindo as plaquetas exauridas. O PRP tem um pH de (6,5 a 6,7), comparado com
um codagulo sanguineo maduro de (7,0 a 7,2).

Jensen et al. (2004) realizaram pesquisa experimental em oito Umeros de cées
para avaliar a acdo de PRP e enxerto 6ésseo congelado e fresco na fixacdo de implantes
revestidos com hidroxiapatita de 10 mm de comprimento por 6,0 mm de diametro. Os
enxertos 0sseos utilizados eram homdgenos obtidos de dois cdes que nao faziam parte
da amostra. Foram preparados quatro alvéolos cirdrgicos por animal, preenchidos
respectivamente, por: 1 — coagulo (controle), 2 — PRP, 3 — enxerto 0sseo, 4 — enxerto
0sseo com PRP. Apds trés semanas de pos-operatério os implantes foram avaliados
em exame de contra torque e histomorfométrico . N&o encontraram resultados
significativos em relacdo ao uso do PRP sozinho ou combinado.

Choi et al. (2004) realizaram estudo experimental para avaliar a acdo do PRP em
8 mandibulas de cées, com remoc¢do dos pré-molares bilateralmente. Foram criados
defeitos 6sseos depois de trés meses, sendo os defeitos preenchidos com enxerto
0sseo associado ao PRP de um lado e apenas o enxerto 6sseo do outro lado. Apos 6

semanas foram obtidas as biopsias Osseas, avaliadas por meio de microscopia de
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fluorescéncia. Os autores concluiram que o PRP n&o promoveu enriquecimento 0sseo,
tendo o lado com enxerto 0sseo obtido melhor qualidade 6ssea no periodo de
avaliacao.

Efeoglu et al. (2004) realizaram pesquisa experimental com PRP em 23 coelhos
(New Zeland), sendo 13 fémeas e 10 machos, para obterem um método modificado e
barato na preparacdo do PRP, para utilizacdo em associacdo a enxertos 0sseos. O
método para obtencdo do PRP foi realizado a partir de sangue venoso da orelha dos
animais, depositado em tubos vacutainer com EDTA como anticoagulante. Foram
utilizadas duas variagbes do método de Landesberg et al. (2000), para aumentar a
concentracao de plaquetas no plasma com dupla centrifugacédo, a primeira com 300 G
por 10 minutos. Apds separacdo do plasma rico e pobre em plaquetas, foi feita uma
segunda centrifugacdo com 5.000 G por 5 minutos. Os autores concluiram que a
concentracdo de plaquetas no plasma teria aumentado e que seria possivel associar 0
produto a enxertos ésseos sem a necessidade de utilizacdo de processos caros de auto

transfusao.
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3 Proposicao

O presente estudo tem por objetivo analisar histologicamente o tecido
0sseo neoformado ao redor de implantes dentérios intra-6sseos de procedéncia
nacional, instalados em mandibulas de cdes, com e sem a utilizacdo de plasma

rico em plaquetas.
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4 Material e método

4.1 Animais para experimentacao

Foram utilizados nove caes adultos jovens, sendo 3 machos e 6 fémeas sem
raca definida (SRD), com peso corporal variando de 17 a 32 kg. Previamente a
montagem dos grupos experimentais, os animais foram avaliados clinicamente pelo
Servico de Ortopedia do Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel", da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Universidade Estadual Paulista - UNESP -
Campus de Jaboticabal. Foram submetidos a vacinacdo, vermifugacdo, hematologia
rotineira’, creatinina e alanina aminotransferase (ALT). Foram mantidos em canis
individuais onde receberam racdo' comercial adequada a espécie e agua "ad libitum",
em todo o tempo experimental a excecdo das 12 horas prévias aos atos cirlrgicos.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de

Odontologia de Araraquara, oficio CEEA-FO/Ar. 13/2003 (anexo 1).

4. 2 Grupos experimentais

Cada animal recebeu dois implantes intra-6sseos osseointegraveis em cada lado
da mandibula. O procedimento para implantagédo sera descrito adiante. No lado direito,
a instalacao dos implantes foi realizada sem a utilizacdo do PRP (grupo | — controle) e o
lado esquerdo, a instalacdo dos implantes foi realizada com utilizacdo do PRP (grupo Il

— experimental). Dessa forma, 18 implantes correspondem a cada grupo. A tabela |

“ Contador automatico de células sangiiineas COULTER AC-T8 — Miami USA
' Racédo para cées de grande porte, Kanina — Purina, S&o Paulo / BR
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periodos de bidpsias dsseas, aos 15, 30 e 55 dias.

tabela 1 — Apresentagédo da amostra

47

Periodo Amostra Grupo | Grupo Il
(dias) (cées) Lado direito Lado esquerdo
n n° de implantes n° de implantes
15 3 6 implantes 6 implantes
30 3 6 implantes 6 implantes
55 3 6 implantes 6 implantes
9 18 18

Grupo | — controle, grupo Il — experimental

4.3 Procedimentos Anestésicos

No dia anterior ao procedimento cirdrgico foi iniciada administracdo de uma
mistura* de espiramicina (75.000 Ul/kg) e metronidazol (12,5 mg/kg), por via oral, e
mantida por cinco dias no pos-operatdrio em intervalos de 24 horas. Apos jejum hidrico
e alimentar de doze horas, os animais foram pesados e submetidos a anestesia geral
para os procedimentos de exodontia, instalagdo de implantes e bidpsia. Para tanto,

receberam cloridrato de levomepromazina® na dose de 1,0 mg/kg, administrado por via

* Stomogil 10® - Merial Satde Animal LTDA
$ Neozine® Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP
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intravenosa, juntamente ao caprofeno” na dose de 1,0 mg/kg, por via subcutanea. A
seguir, cada animal foi induzido a anestesia geral pela administracdo intravenosa de
propofol™’, em doses variando entre 5,0 a 8,0 mg/kg para a intubac&o orotraqueal.

A anestesia geral foi mantida pela combinacéo de anestésico volatil halotano*,
diluido em oxigénio em fluxo de 30 ml/kg/min, em sistema semifechado. No curso dos
procedimentos foram monitorados os parametros combinados de saturacdo parcial de
oxigénio (Sp0O,), dioxido de carbono (CO,), eletrocardiograma (ECG), frequéncia

respiratoria (FR), pressao arterial ndo invasiva (PA) e temperatura® (fig 1a e 1b).
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Figura 1 - a - medicamentos utilizados, aparelho anestésico Takaoka e capindgrafo

b - animal sob anestesia geral com intubacao orotraqueal

" Ketofen® Merial Sadde Animal LTDA S&o Paulo - Brasil

" Propofol®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP
Halotano® Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP
Digimax 5500 - USA
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4. 4 Procedimentos Cirurgicos:

4. 4.1 Exodontias

Apés a anestesia geral, foi realizada raspagem supragengival em todos os dentes
com a utilizacdo de Profident " (fig. 2a). Em seguida, realizou-se a assepsia intra-oral
com solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12%, seguida de irrigagdo com solucéo
salina de cloreto de sodio a 0,9% para iniciar o procedimento cirdrgico de exodontia dos
segundos e terceiros pré-molares inferiores dos lados direito e esquerdo de cada animal
(fig. 2b).

Por meio de um descolador tipo Molt'™" foi realizada a sindesmotomia. Em seguida
os dentes foram seccionados com fresa FG — 702 SL***, montada em instrumento de
alta rotacéo sob irrigacdo abundante com solug&o salina de cloreto de sodio a 0,9% (fig.
2c). Com o uso de forceps foram removidos os elementos citados(fig. 2d, 2e, 2f). Os
alvéolos foram curetados, adequadamente irrigados e suturados com fio de poliglactina

910, n° 4.0 558,

"™ Gnatus, Ribeirao Preto, Brasil

" Schobell Ind e Com Ltda — Rio Claro — SP/ Brasil
¥ 3SWhite — SP / Brasil

885 Vicryl 4.0 — Ethicon / Johnson & Johnson

—+

173
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e

Figura 2 - a - aplicac&o do ultrassom, b — assepsia com clorexidina a 0,12%; ¢ — odontossecc¢éo,

d — exodontia, e — alvéolos dentéarios, f — dente seccionado e removido
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4. 4. 2 Instalacédo de implantes osseointegraveis associados ou ndo ao PRP:

Apbs sessenta dias das exodontias, tempo necessario acima daquele esperado
para reparacao ossea alveolar em cédes (PERRI DE CARVALHO e OKAMOTO, 1987),
foram instalados os implantes, conforme os grupos controle e experimental. Cada
animal foi submetido & anestesia geral, como descrito anteriormente. Apos, raspagem
supragengival por meio de ultrassom e assepsia da area dos dentes adjacentes (fig. 3
a), conforme ja foi descrita, foi realizada incisédo do rebordo alveolar ao nivel da jungéo
da mucosa inserida com bisturi montado™ com lamina 15" sendo o retalho rebatido
por meio de um descolador tipo Molt (fig. 3b). Com utilizacdo de fresas do kit para

it

implantes™ ™, sob refrigeracdo abundante com solucdo salina de cloreto de sédio a

0,9% e baixa rotacdo (1200 rpm e 50 N/cm) do motor para implantes®®®®, duas
cavidades foram preparadas de cada lado da mandibula para receber implantes de
titdnio rosqueaveis de 3,75 mm de diametro por 7,00 mm de comprimento (fig. 3 c, 3d),
seguindo o protocolo cirdrgico estabelecido por Branemark et al. (1977) (anexo 2).

Em cada animal, os implantes foram instalados na regido de segundo e terceiro
pré-molares inferiores esquerdos. Para este lado da mandibula, os dois implantes foram
associados ao plasma rico em plaquetas (PRP). Apds a obtencéo do gel (PRP), este foi
depositado dentro do alvéolo cirdrgico por meio de seringa tipo Luer, em uma

quantidade aproximada de 26 mm?. Concomitantemente ao preenchimento dos alvéolos

com gel do PRP, as roscas dos implantes foram mergulhadas no gel, para que em

kK

Bard-Parker, Sheffield - England

T Bard-Parker, Sheffield - England

¥ Titanium Fix — A S Technology, Sao José dos Campos — SP / Brasil
8855 Driller BLM 600 plus, Sdo Paulo, Brasil
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seguida, os implantes fossem instalados nas cavidades preparadas, caracterizando o
experimental (fig. 3e, 3f, 3g, 3h). Para a regido de segundo e terceiro pré-molares
inferiores direitos foram instalados os implantes de forma usual, sem associagdo ao
PRP, caracterizando o grupo controle. Portanto, um total de quatro implantes foi
instalado em cada animal perfazendo trinta e seis implantes para os nove animais. Apos
a instalacdo dos implantes o retalho foi reposicionado e suturado por planos, com fio

poliglactina 910 n° 4.0.

Figura 3 - a — foto clinica pré-implante, b — elevacao do retalho muco-periostal, c- fresa em

lanca, d — fresa para preparacgédo de alvéolo cirdrgico.



Figura 3 - e — alvéolos cirurgicos preparados e preenchidos com gel de PRP, f — fixacdo do
primeiro implante pés imersdo no PRP, g — aplicacdo do PRP no segundo alvéolo, h —

implantes fixados, grupo experimental.
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4. 4.3 Obtencéo do plasmarico em plaquetas (PRP)

Previamente ao procedimento cirdrgico para instalacdo dos implantes, de cada
animal foi coletado sangue endovenoso para realizacdo de exame laboratorial de
contagem de plaquetas pelo contador automatico de células sangtineas (Coulter AC-T8
— Miami USA), como pré-requisito um nimero minimo de 1000 000 de plaquetas / uL
(MARX, 2001).

A coleta de sangue foi feita em cada animal apds a anestesia geral. Foram
colhidos 5,0 ml de sangue intravenoso por meio de seringa estéril”, descartavel, para
ser colocado em tubos de ensaio a vacuo contendo 0,5 ml solu¢cdo anticoagulante de
citrato trisédico a 10%' " (fig. 4a).

Seguindo o protocolo de Anitua, 1999, o material foi centrifugado (fig. 4b) a um

ciclo de 1200 rpm**##

por 10 minutos em temperatura 22°C, para separacdo das
plaguetas. Obteve-se uma mistura trifasica (fig. 4c, 4d) em que a parte superior é a
porcdo pobre em plaquetas, hemacias e plasma, na parte mais inferior da porgéo
intermediaria da centrifugacdo, encontra-se o plasma rico em plaguetas (PRP) e na
parte inferior, o plasma pobre em fatores de crescimento e células vermelhas. A maior
parte da série vermelha constitui a quarta fracdo no fundo do tubo. No presente estudo,
foi utilizada a parte mais inferior da porcao intermediaria, de 1,0 a 2,0 mm acima da
porcao vermelha (fig.4c); onde concentra-se maior nimero de plaquetas, que por meio
de uma pipeta graduada foi transferida para um tubo Eppendorf, sendo em seguida,

adicionados a 50 pL de cloreto de célcio a 10% (fig.4e). Apos 15 a 20 minutos obteve-

se 0 gel do plasma rico em fator de crescimento.

*****

Injex, Industria e Comercio Ltda, Ourinhos/SP
T Vacutainer® USA
HHE Eanem 206 MP, Excelsa® Sdo Paulo / Brasil
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Figura 4 - a - pipetas graduadas e tubos a vacuo, b — centrifuga equilibrada e balanceada,

¢ — obtencao de PRP, d — separacao do PRP, e — ativagdo do PRP com cloreto de célcio.
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4. 4.4 Obtencédo dos espécimes para analise histologica

As bidpsias foram obtidas nos periodos de 15, 30 e 55 dias apés instalacdo dos
implantes, correspondendo a trés animais e 12 implantes em cada grupo para cada
periodo, para serem submetidos a andlise histologica.

Sob anestesia geral e apds a assepsia ja descrita anteriormente, foi realizada
uma incisdo com bisturi e lamina 15 no fundo de sulco gengival e duas incisdes verticais
nos limites das areas edentulas (fig. 5a). O retalho muco-periostal foi rebatido por meio
de descolador tipo Molt. As biépsias foram realizadas por meio do uso de pecga reta em

baixa rotacdo, por osteotomias feitas com fresas carbide 7013558

e sob irrigacao de
solucdo salina de cloreto de sodio a 0,9% para remocdo dos blocos 6sseos (0Sso e
implante) (fig. 5b, 5¢). As osteotomias foram realizadas respeitando 3,0 mm de distancia
dos dentes adjacentes e pelo menos 2,0 mm dos implantes, contendo os implantes com
as paredes vestibular e lingual.

Apds a remocdo dos blocos 6sseos as regides das bidpsias foram preenchidas
com enxerto 0sseo autdgeno retirado da crista iliaca para reconstrucdo da area e
recoberto com membrana de cartilagem heterégena de orelha de cédo  , fixadas
bilateralmente com parafusos de titanio monocortical™"™" (fig. 5d) e as suturas

realizadas com fio de poliglactina 910 n° 4.0. Os espécimes obtidos pelas bidpsias

podem ser visualizados nas figuras 5e, 5f.

$5555 Jet — KGSorensen — SP / Brasil
Cartilagem de orelha de cdo — Método de obtencdo e conservagao do Hospital Veterinario de Jaboticabal
T Engimplan — Industria e Comercio de Engenharia para Implantes — SP / Brasil
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Figura 5 - a — elevacao do retalho, b — osteotomias, ¢ — loja cirlrgica, d — fixacdo de membrana

de cartilagem, e — bidpsia ssea norma vestibular, f — biopsia 6ssea norma mesial
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Os blocos de biopsias Osseas contendo os implantes foram lavados e
descalcificados durante 16 semanas em solucdo de Morse (fig. 6a) para seguirem o
processo laboratorial de rotina. ApGs esta etapa os implantes foram removidos
seccionando os blocos descalcificados (fig 6b). Apés a descalcificacdo os espécimes
permaneceram em agua corrente por 24 horas e foram para recipiente com sulfato de
sédio por uma semana. Novamente foram submetidas a 24 horas sob agua corrente e
levadas ao processador automatico (banhos quimicos) (fig. 6¢) seguindo o seguinte
processo durante 48 horas: banhos de alcool 70, 90, absoluto, alcool e xilol (1:1), xilol e
parafina. ApGs este estagio, as pecas foram levadas para a inclusora automatica (fig.
6d, 6e, 6f), e finalmente ao micrétomo*™* ¥ Foram obtidos cortes seriados longitudinais
de espessura de 5,0 um da regido central para a extremidade da peca. As laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para posterior andlise histologica
descritiva.

Foi utilizado microscépico 6tico®**%%® de luz comum Olympus BX 51 acoplado a
camera digital Olympus Camedia C-5060 5.1 megapixel e programa Camedia Master
versdo 4.10. As imagens foram obtidas com os seguintes aumentos: 40X, 100X e 200X.
Obteve-se com 40X tomada panoramica, com 100x regido de roscas e 200X regido de

uma uUnica rosca.

HEHH Micrétomo rotativo automatico — Séo Paulo, BR
885858 Olympus BX 51 — Tokyo, Japan
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Figura 6 - a — pecas em solugédo de Morse, b — bloco 6sseo descalcificado, ¢ — diafanizacao, d —

inclusdo com parafina, e — choque térmico, f — bloco preparado para o corte.
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5 Resultados

Andlise microscopica

Os espécimes analisados sao oriundos de blocos 6sseos descalcificados que
receberam a instalagdo de implantes dentérios. As imagens obtidas no espaco
denominado peri-implantar mostraram reentrancias e saliéncias compativeis com as
roscas promovidas pelos desenhos dos implantes instalados. A neoformacgéo 6ssea foi
vista mais intensamente em areas vizinhas ao 0sso remanescente e nao partindo do

implante para parede 0ssea.

Periodo - 15 dias

Nesse periodo, a maioria dos cortes analisados oriundos do grupo controle
mostrava que as areas do espaco peri-implantar ora estavam ocupadas por tecido
fiboroso e ora eram ocupadas por delicadas trabéculas Osseas, formadas
caracteristicamente por 0sso jovem, com a presenca de inUmeros osteoblastos (fig. 7b).
Os espacgos intratrabeculares eram ocupados por tecido conjuntivo fibroso ou tecido
semelhante ao medular (fig. 7c). Especificamente os cortes histolégicos de um animal
mostraram intenso infiltrado inflamatdrio de células mononucleares, adjacente a regido
do implante. Proximo as delicadas trabéculas Osseas ou justapondo-se a elas
observava-se particulas de material sugestivo de tecido ésseo.

No grupo tratado com PRP, a maioria dos cortes avaliados mostravam que
nesse periodo, as caracteristicas microscopicas da regido peri-implantar eram

semelhantes ao grupo controle (fig. 8a, 8b, 8c).



c

Figura 7 — a) corte longitudinal do espaco peri-implantar do grupo controle apds 15 dias da instalagdo dos implantes.
Observa-se reentrancias e saliéncias ora ocupadas por tecido semelhante ao tecido medular (seta vazada), ora
ocupadas por delicadas trabéculas 6sseas (seta preenchida). (MO, H&E, 40X).

b) e ¢) maior aumento da figura anterior. Nota-se que 0 espacgo peri-implantar apresenta-se ocupado por delicadas
trabéculas 6sseas (seta preenchida) e tecido fibroso (seta vazada). (MO, H&E, 100X e 200X, respectivamente).
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c

Figura 8 — a) corte longitudinal do espaco peri-implantar do grupo submetido ao tratamento com PRP,
periodo de 15 dias. Observa-se reentrancias e saliéncias ora ocupadas por tecido fibroso (seta vazada),
ora ocupadas por delicadas trabéculas 6sseas (seta preenchida). (MO, H&E, 40X).

b) e ¢) maior aumento da figura anterior. Nota-se que o espaco peri-implantar apresenta-se ocupado por
delicadas trabéculas 6sseas (seta preenchida) e tecido conjuntivo semelhante ao tecido medular (seta
vazada). (MO, H&E, 100X e 200X, respectivamente).
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Periodo - 30 dias

Ap6s 30 dias da instalacdo dos implantes, observava-se nos animais do grupo
controle heterogeneidade nos aspectos microscopios em alguns cortes. Alguns dos
cortes apresentavam grande parte das reentréncias e saliéncias do espaco peri-
implantar com capsula de tecido fibroso alternada por tecido 6sseo neoformado (fig.
9a). Em outros cortes, observavam-se trabéculas 6sseas delicadas que se uniam umas
as outras (fig. 9b) e em maior quantidade comparando-se com o periodo anterior,
caracterizando inicio de formacdo Ossea. As trabéculas exibiam linhas reversas e
arranjo lamelar evidente com ostedcitos achatados. Os espacos intratrabeculares
estavam preenchidos por tecido medular. Justapondo-se a superficie Ossea
observavam-se osteoblastos de morfologia globosa. Na éarea interna era possivel
observar imagens de roscas que ora estavam preenchidas por tecido 0sseo, ora por
tecido fibroso. Observou-se também a presenca de material amorfo e basofilico
semelhante a particulas de tecido ésseo (fig. 9c).

O grupo tratado com PRP, neste periodo, mostrou-se com caracteristicas
microscopicas semelhantes quando comparado ao controle (fig.10a). Porem, em
determinadas regifes de um Unico espécime as trabéculas neoformadas pareciam estar
mais espessas (fig. 10c), mas, na maioria das vezes as regides analisadas

apresentavam capsula fibrosa peri-implantar, semelhante ao controle.
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Figura 9 — a) corte longitudinal do espacgo peri-implantar de grupo controle, ap6s 30 dias da instalacéo
dos implantes. Observa-se reentrancias e saliéncias ora ocupadas por tecido semelhante ao tecido
medular (seta vazada), ora ocupadas por delicadas trabéculas dsseas (seta preenchida). (MO, H&E,
40X).

b) maior aumento da figura anterior. Nota-se que o espag¢o peri-implantar apresenta-se ocupado por
trabéculas 6sseas em processo de maturacdo (seta preenchida). (MO, H&E, 100X).

c) presenca de material amorfo e basofilico semelhante a osso maduro (seta verde). (MO, H&E, 200X).
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c

Figura 10 — a) corte longitudinal do espaco peri-implantar do grupo submetido ao tratamento com PRP,
apoés 30 dias da instalacdo dos implantes. Observa-se reentrancias e saliéncias ocupadas por delicadas
trabéculas 6sseas (seta preenchida). (MO, H&E, 40X).

b) e ¢) maior aumento da figura anterior. Tecido 6sseo com arranjo lamelar e tecido conjuntivo

semelhante ao tecido medular (seta vazada). (MO, H&E, 100X, 200X, respectivamente).
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Periodo — 55 dias

No grupo controle, ap6s 55 dias a evolucdo da reparacdo 6ssea nao sofreu
alteracdo. As trabéculas eram jovens e se apresentavam com inumeros osteocitos
globosos ou achatados, caracterizando osso jovem (fig. 1la). Justapondo-se a
superficie 6ssea observavam-se areas de mineralizagdo com a presenca de
osteoblastos globosos ou achatados. As trabéculas 6sseas delimitavam areas de tecido
medular. Observava-se tecido fibroso nas areas rosqueaveis.

Os casos tratados com PRP, esses mostraram-se heterogéneos. As areas
adjacentes as reentrancias e saliéncias formadas pelo implante estavam ocupadas por
capsula fibrosa. A cdpsula fibrosa era mais densa e espessa em relacdo aos espécimes
analisados anteriormente. Subjacente a capsula fibrosa observava-se centros de
mineralizacdo incipientes. Em algumas areas era possivel verificar a formacdo de
trabéculas 6sseas delgadas (fig. 12a), alternando-se com areas de reabsorcao 0ssea,
sugerindo talvez elevacdo de metabolismo 6sseo (fig. 12c). Num Unico caso, ndo se
observou presenca de cépsula fibrosa adjacente ao tecido 6sseo neoformado, no

espaco peri-implantar.



Figura 11 — a) corte longitudinal do espaco peri-implantar do grupo controle, apds 55 dias da instalacéo
dos implantes dentarios. Observa-se reentrancias e saliéncias ocupadas por tecido 0sseo (seta
preenchida). (MO, H&E, 40X).

b) e ¢) maior aumento da figura anterior. Nota-se que o espaco peri-implantar apresenta-se ocupado por
tecido Osseo (seta preenchida), apresentando areas parcialmente ocupadas por material amorfo,
semelhante a tecido 6sseo (seta vazada). (MO, H&E, 100X e 200X, respectivamente).
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c

Figura 12 — a) corte longitudinal do espaco peri-implantar do grupo submetido ao tratamento com PRP,
apoés 55 dias da instalacdo dos implantes. Observa-se reentrancias e saliéncias ocupadas por tecido
0sseo (seta preenchida). (MO, H&E, 40X).

b) e ¢) maior aumento da figura anterior. Nota-se no espacgo peri-implantar presenca de trabéculas
Osseas delgadas (seta preenchida) e tecido conjuntivo semelhante ao tecido medular (seta vazada). (MO,
H&E, 100X, 200X, respectivamente).
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6 Discussao

Desde as décadas de 80 e 90 intensificaram-se os estudos relacionados aos
fatores de crescimento (LYNCH et al., 1987,1989, 1991; BECKER et al.,1992; WANG
et al.,1994; VIKJAER et al., 1997) e ao uso ao PRP associado aos enxertos 6sseos com
a intencdo de obter melhor qualidade 6ssea (MARX et al., 1998, 2001; ANITUA, 1999;
LANDESBERG et al.,2000), que proporcione melhores caracteristicas no que se refere
a aceleracdo da reparacdo e qualidade de tecidos de protecdo e sustentacdo, com
resultados aparentemente significativos do ponto de vista clinico.

A exposicdo de plaquetas ao colageno, fibrina, trombina, fator XI e fator XI-A
resulta na ativacao e degranulacao, promovendo a liberagdo de mediadores quimicos,
gue por sua vez influenciam na coagulacdo sangiinea, no ténus e permeabilidade
vascular. A acdo das plaquetas estabelece respostas celulares iniciais dos neutréfilos,
macrofagos, fibroblastos e das células endoteliais. Podemos destacar a grande
importancia que Carlson (2000) atribui ao fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), por estar envolvido na reparacao tecidual, bem como pelo papel duplo das
plaquetas como reserva de fator de crescimento e na hemostasia.

O PDGF apresenta numerosos efeitos positivos na reparacdo de tecidos
incluindo mitogénese, causando um aumento no numero de células envolvidas na
reparacdo, acentuando a angiogénese e promovendo efeitos desencadeadores sobre
outros fatores de crescimento e outras células. Como resultado desse processo,

ocorrerd uma promocédo de fungdes fibroblasticas e osteoblasticas e de diferenciacao
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celular, acelerando os efeitos dos fatores de crescimento sobre outras ceélulas, tais
como macréfagos (MARX et al., 1998).

O PDGF é uma glicoproteina sintetizada e secretada pelos macréfagos e células
endoteliais e é o primeiro fator de crescimento na cicatriza¢do ou reparacao tecidual. Os
efeitos do PDGF ocorrem quando ele se liga nos receptores da membrana celular. Esta
ligacdo ativa um mecanismo citoplasmatico protéico interno celular na qual ativa o gene
gue expressa acao mitética e angiogénica (CARLSON, 2000; MARTINEZ et al., 2002).

Marx em 2001, destaca ainda a presenca de sete fatores de crescimento no
PRP: fator de crescimento derivado de plaquetas aa (PDGF AA), PDGF BB, PDGF AB,
fator de crescimento de transformacdo B; (TGFpB;), TGFB,, fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento epitelial (EGF) e estes séao
considerados nativos e ndo recombinantes.

O PRP néao é carcinogénico nem mutagénico pois atua nas membranas celulares
e ndo no nucleo celular e promove expressdo génica normal. O uso do PRP é
considerado relativamente uma nova biotecnologia na odontologia e pode atuar na
engenharia tecidual e celular. O mecanismo de acdo do PRP segue o0s seguintes
passos: 1 — liberagcdo do PDGF que promove a angiogénese e a diferenciacédo celular
das células mesenquimais indiferenciadas nos espacos medulares, 2 — liberacédo de
TGF-B responsavel pela maturagdo celular com estimulacdo de osteoblastos e
producdo de colageno, 3 — VEGF e EGF promovem o término da maturacdo e
consolidacdo da cicatrizacdo com ativacdo de macrofagos. A liberacdo dos fatores de
crescimento pode chegar até dez dias apos a degranulacdo das plaquetas (MARX et al.

1998).
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No entanto, os resultados de inimeras pesquisas experimentais em animais
(ZECHNER et al., 2003; WEIBRICH et al., 2004; WILTFANG et al., 2004) apresentam
resultados controversos em relacdo as atividades do PRP descritas anteriormente.

Autores como Linch et al. (1989), Whitman et al. (1997), Marx et al. (1998),
Anitua (1999), Rodriguez et al. (2003) Oyama et al. (2004) em estudos clinicos,
obtiveram qualidade e quantidade de reparacdo 6ssea melhores com o uso do PRP.
Dessa forma, esses autores sustentam resultados favoraveis a aplicacdo do PRP.
Como os resultados com o PRP ainda ndo sdo consensuais na literatura, também
encontramos autores que afirmam que o uso de PRP nao promove melhores resultados
(AGHALOQO et al. 2002 ,ZECHNER et al. 2003, WILTFANG et al. 2004, JENSEN et al.
2004, WEIBRICH et al. 2004).

Weibrich et al. (2004), salientam um importante aspecto, que diz respeito a
concentracdo ideal de plaquetas, pois tanto a hipo, como a hiperconcentracédo
plaquetéria pioram os resultados obtidos em relacdo a reparacéo éssea.

A contagem de plaquetas pode variar entre diferentes individuos, proporcionando
diferentes resultados frente a utilizacdo de uma mesma quantidade de sangue. No
presente estudo, o pré-requisito para a utilizacdo do sangue coletado na preparacao do
PRP seguiu a orientacdo de Marx et al. (1998), pela qual a concentracdo plaquetaria
deveria ser de aproximadamente 1.000.000 uL/5,0 ml. E importante salientar,
entretanto, que a concentracdo necesséria pode ser espécie — especifica, com a
contagem plaquetaria ideal e a concentracdo de mediadores quimicos resultante ideal
variando para cada espécie animal. Essa pode ser uma variavel muito importante, que

favorece resultados dispares quando o PRP é utilizado.
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No presente estudo, o PRP foi obtido seguindo o protocolo estabelecido por
Anitua em 1999, que preconiza a utilizacdo da centrifugagdo sanguinea (5ml) por uma
vez a 1200 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. Apos a centrifugacéo pipeta-
se a porcado intermediaria do tubo de ensaio (porcdo rica em plaguetas) e associa-se
apenas o cloreto de célcio a 10%, aguardando a geleificagdo do produto que ocorre em
um prazo de 15 a 20 minutos. Esse método foi utilizado em consideracdo a néo
utilizacdo da trombina bovina, pois alguns autores sugerem o desenvolvimento de
reacdo imunoldgica e coagulopatia (LANDSBERG et al. 1998). Cmolik et al. (1993)
fizeram acompanhamento longitudinal de trinta e dois meses em nove pacientes
cardiopatas com coagulopatias adquiridas com uso de trombina bovina, que induziu
deficiéncia dos fatores V e Xl. Esses autores observaram que 0S exames pré-
operatérios dos pacientes apresentavam-se normais e a coagulopatia desenvolveu-se
uma a duas semanas apos cirurgia cardiovascular, apresentando elevado tempo de
protrombina e tromboplastina parcial ativada. Todos os pacientes tinham sido expostos
a trombina bovina disponivel comercialmente durante cirurgia vascular ou
cardiovascular prévia e tiveram um segundo contato com a trombina bovina durante o
ultimo procedimento. Landesberg, et al. (1998) alertaram a comunidade cientifica para o
risco de usar trombina bovina no preparo de PRP. Sugere que esse composto poderia
incentivar formacdo de anticorpos para os fatores V e Xl e trombinas resultando em
coagulopatia adquirida. Desde o reconhecimento desses efeitos, o uso de trombina
bovina passou a ser mais seletivo.

Se por um lado autores como Yazawa et al. (2003), descrevem que a dupla
centrifugacdo do plasma sangiineo pode aumentar ainda mais a disponibilidade dos

fatores de crescimento, triplicando a concentracdo de plaquetas; a dupla centrifugacéo
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do plasma sangtiineo pode fragilizar e romper a parede plaquetaria (HEALY e EGAN,
1984; ANITUA, 1999), o que inviabilizaria a agdo do PRP, visto que a degranulacdo
plaquetéria pode ocorrer de trés até cinco dias e a liberac@o dos fatores de crescimento
entre o sétimo e décimo dias da aplicacdo do PRP (MARTINEZ et al., 2002).

Por outro lado, Martinez et al. (2002) questionam a hiperconcentracdo de fatores
de crescimento e hiperexpresséo de receptores de membrana, que poderiam promover
respostas tumorais, sugerindo que altas concentracdes de fatores de crescimento
poderiam promover o0 aparecimento de sinais e caracteristicas anémalas e pouco
conhecidas.

Além disso, devemos destacar a capacidade antiapoptética que se desenvolve
por acdo do fator de crescimento similar a insulina — IGF e do fator de crescimento
endotelial vascular — VEGF. Com a associacdo do PRP a proliferacdo de células
mesenquimais ocorre na propor¢cdo de 1:400.000 em regides tratadas e com auséncia
do PRP 1:2 células (Marx, 1999). Porém, segundo Martinez et al. (2002) este fenbmeno
de quimiotaxia poderia se transformar em um processo mitotico descontrolado e
promover o aparecimento de células cancerigenas.

Ainda, Pefarrocha et al. (2001) descrevem que 0s mecanismos bioquimicos e
moleculares do PRP sé&o muito semelhantes ao desenvolvido por células neoplasicas.
Diante de certas semelhancas, os autores chamam atencdo para 0s seguintes
cuidados: 1 — utilizar apenas uma centrifugacdo e ndo duas para evitar a obtengéo de
um alto concentrado de plaquetas. 2 — Evitar a utilizacdo de PRP em pacientes com
condi¢Bes pré-cancerigenas (leucoplasia oral, eritroplasia ou queilose solar e tecidos

com displasia oral. 3 — seria uma contra-indicacao relativa para tabagistas e alcoodlatras
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by

pois estariam expostos a agentes mutagénicos, com aumento da probalidade de
desenvolvimento de processo carcinogénico.

Marx, 2001 ainda destaca que o PRP nao apresenta a¢do osteoindudora, que €
uma caracteristica efetiva das proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), mas que
acelera a atividade osteogénica. O PRP deve ser preparado no momento de ser
utilizado, pois, nos dez minutos ap0s a ativacdo do gel ocorre a liberacdo de 70% dos
fatores de crescimento e ao final de uma hora 100%, sendo que sua acgdo no sitio
cirdrgico pode estender-se por dez dias (MARX 1999; 2001).

Durante a fase de preparacao e utilizacdo do PRP no presente estudo, cuidou-se
para que a preparacdo e utilizacdo no sitio operatério ocorressem com um tempo
adequado para evitar perda de atividade de liberacdo desses fatores, conforme sugere
a literatura, ou seja, imediatamente apos a geleificacdo do preparo de PRP, os sitios
cirdrgicos preparados para os implantes dentarios osseointegraveis foram preenchidos
com gel de PRP, bem como os implantes foram nele mergulhados antes de serem
instalados.

Assim, apés a ativacdo do PRP com citrato de calcio 10%, as lojas cirdrgicas
foram preenchidas com esse gel, de tal forma que os fatores de crescimento que sao
liberados ap6s dez minutos da ativagcdo do composto (MARX, 1999) estivessem em
contato e em condi¢do favoravel na intimidade do tecido 6sseo. Os cuidados nesta
etapa da pesquisa foram conduzidos da seguinte forma: durante a confecgéo das lojas
cirdrgicas, o sangue venoso era colhido e realizada a contagem automatica de células.
Com o numero adequado de plaquetas, era dada sequéncia a centrifugacdo e obtencao
do PRP. Desta maneira, 0s processos cirdrgicos e laboratoriais eram concomitantes, de

tal forma que o PRP estivesse dentro do sitio desejado logo apds sua obtencgao.
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A parte técnica operacional para obtencdo do PRP necessitou cuidados, tais
como: utilizou-se a mesma centrifuga em todas as obtenc¢des; o compartimento interno
da centrifuga estava equilibrado com tubos de ensaios dispostos diagonalmente de tal
forma que as cagambas da centrifuga estivessem balanceadas adequadamente;
guantidades de sangue obtidas em recipientes a vacuo que apresentavam
anticoagulante padronizado segundo o método utilizado por Anitua (1999), néo
necessitando pipetagem; ambiente refrigerado; dois tipos de pipetas semi-automaticas
com volumes de aspiracdo controlados, sendo utilizada uma para a por¢cdo de PRP e
outra para o agente coagulante de citrato de calcio a 10% e um Unico operador realizou
os procedimentos de obtencdo do PRP. Apesar desses cuidados, possibilidade de
pequenas variacfes técnicas devem ser consideradas, visto tratar-se de repetidas
manipulacdess, sujeitas a possiveis alteracdes na preparagao.

Weibrich et al. (2001), em estudo clinico, avaliaram a correlacdo da concentracao
de plaquetas no PRP quanto ao método de extragdo, idade, género e a contagem das
plaquetas do doador. Chegaram as seguintes conclusdes: a contagem de plaquetas
diferiu significativamente de acordo com o doador. A concentragcdo de plaquetas foi
diretamente proporcional a contagem de plaquetas do sangue total do doador, porém a
idade ndo mostrou influéncia na concentracéo de plaquetas. E importante salientar que
no presente estudo que todos os animais incluidos no experimento apresentaram nos
resultados laboratoriais 0 nimero de plaquetas igual ou acima de 350.000/mm? de
sangue (nimero de referencia da espécie canina: 160.000 a 500.000/mm?® de sangue).
Em nossa pesquisa observamos diferencas relacionadas aos animais quanto a raca,
tamanho e idade além de variagbes no numero de plaguetas, que coincidem com 0s

achados de Weibrich et. al. (2001). Também a qualidade, a quantidade de fatores de
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crescimento encontrados nas plaquetas, o tamanho proporcional entre as plaquetas de
um individuo e outro, acentuam estas diferencas entre individuos e possivelmente
também nos caes (WEIBRICH et al. 2001).

No que diz respeito aos achados histolégicos dos grupos realizados nesta
pesquisa, podemos observar que aos 15 dias de pés-operatorio, de uma maneira geral,
aspectos semelhantes foram encontrados para o grupo tratado e controle, cujos cortes
histologicos mostraram areas intensamente povoadas por osteoblastos, caracterizando
neoformacdo Ossea. Segundo Katchburian e Arana, (1999) as células responsaveis
pela sintese e secrecdo da matriz organica do osso com abundante producdo de
colageno tipo |, sdo os osteoblastos. Além disso, sdo responsaveis pela formacdo das
vesiculas da matriz e estdo associados a uma enzima caracteristica, a fosfatase
alcalina, envolvida na génese de tecido 6sseo. Porém, neste mesmo periodo pode-se
observar, na mesma interface a presenca de tecido fibroso que alternava-se com a
ossificagao.

E importante ressaltar que em nenhum dos espécimes foi observada ossificagio
de contato, isto é, a neoformacéo 0ssea foi vista mais intensamente em areas vizinhas
ao 0sso remanescente e ndo partindo do implante para parede éssea. Esse achado
vem de encontro ao que destaca Marx (2001), no que refere ao PRP ndo apresentar
acao osseoindutora. Porém, ndo observamos nenhuma diferenca no que se refere a
aceleracdo do processo de reparacao inicial como referem Lynch et al. (1991) e Leme
et al. (2004).

Também a luz dos achados histolégicos, em nenhum periodo tratado ocorreu
aceleracdo no processo de ossificacdo e na qualidade e quantidade de neoformacéo

0ssea 0 que se contrapde aos achados de Marx et al. (1998) e Anitua (1999).
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E possivel que a instalacdo do implante sob pressdo no tecido ésseo possa ter
desalojado parcialmente o gel de PRP do alvéolo cirirgico e, em outras areas,
exacerbando a pressao sobre as paredes Osseas, promovendo reabsorcdo. A
osteoclasia, porém nédo foi caracteristica marcante encontrada na analise histolégica.
Ainda, o PRP pode ter estimulado a fibroplasia. A somatéria desses efeitos poderia
justificar a maior quantidade de areas de fibrose no espaco peri-implantar, nos sitios
tratados em relacdo aos controles.

Para esse mesmo periodo, um dos animais apresentou intenso infiltrado
inflamatdrio,tanto para os implantes controle, como para os tratados. Mesmo assim, nao
foi observada mobilidade nos implantes no momento da obtencdo da biopsia. E
provavel que o animal em questdo tenha apresentado uma reacdo inflamatoria
exacerbada frente ao traumatismo cirargico por caracteristicas organicas individuais,
embora o animal fosse saudavel, ou, ainda, desconforto maior no pds-operatério
promovendo reacdo adversa.

As particulas Osseas isoladas e circunscritas por 0sso neoformado sao
provavelmente remanescentes desprendidos no momento da preparacdo da loja
cirdrgica, apesar da lavagem cuidadosa durante e ap0s a instrumentacdo, ou, ainda
resultante da acdo das roscas do préprio implante contra as paredes 0sseas.

No grupo de 30 dias de pos-operatério, observou-se nos animais do grupo
controle respostas heterogéneas nos aspectos microscépios em alguns cortes. Estes
apresentavam-se com grande parte das reentrancias e saliéncias do espaco peri-
implantar com cépsula de tecido fibroso alternada por tecido 6sseo neoformado.

O tratamento com PRP mostrou-se com caracteristicas microscopicas

semelhantes quando comparado ao controle. Apenas em determinadas regifes de um
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Unico espécime as trabéculas neoformadas pareciam estar mais espessas. Na maioria
das vezes as regides analisadas apresentavam capsula fibrosa peri-implantar,
semelhante ao controle.

No animal em questdo os implantes tratados apresentaram caracteristicas
O0sseas mais representativas, com trabéculas 6sseas exibindo linhas reversas e arranjo
lamelar evidente com ostedcitos achatados. Justapondo-se a superficie &ssea
observou-se osteoblastos de morfologia globosa significativo de sintese Ossea
(KATCHBURIAN e ARANA, 1999). Da mesma forma, essa caracteristica mais favoravel
deve ser considerada como uma caracteristica individual do animal.

Apés 55 dias de p6s operatério, na avaliacdo do grupo controle a reparacao
O0ssea ndo sofreu alteracdo. As trabéculas eram jovens e se apresentavam com
inUmeros osteocitos globosos ou achatados, caracterizando 0sso jovem. Justapondo-se
a superficie 0ssea observavam-se areas de mineralizacdo com a presenca de
osteoblastos globosos ou achatados. As trabéculas 6sseas delimitavam areas de tecido
medular. Observava-se tecido fibroso nas regides peri-implantares.

Os casos tratados com PRP mostraram comportamento heterogéneo. As areas
adjacentes as reentrancias e saliéncias formadas pelo implante estavam ocupadas por
capsula fibrosa. A cdpsula fibrosa era mais densa e espessa em relacdo aos espécimes
analisados anteriormente. Subjacente a capsula fibrosa observava-se centros de
mineralizacdo incipientes. Em algumas &reas era possivel verificar a formacdo de
trabéculas 0sseas delgadas, alternando-se com areas de reabsorcao 6ssea, sugerindo
talvez intenso metabolismo 6sseo. A proliferacdo de tecido fibroso parece ter sido

estimulado pelo tratamento, demonstrando, de forma geral um comportamento mais
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pobre. Num Unico caso, ndo se observou presenca de capsula fibrosa adjacente ao
tecido 6sseo neoformado, no espaco peri-implantar.

Perante aos resultados encontrados nesta pesquisa a acdo do PRP néo
promoveu melhor qualidade ou quantidade de osso neoformado, 0 que vai contra 0s
resultados de Marx, 1998; Anitua, 1999, 2004; Rosenberg e Torosian, 2000. Na
realidade, o tratamento com PRP promoveu aos 55 dias resultados menos favoraveis
em relagdo ao grupo controle. Os resultados encontrados neste estudo ndo indicam o
tratamento com PRP do leito receptor de implantes osseointegraveis. Ainda ha
necessidade de estudos experimentais que permitam comprovar mais consistentemente

o possivel beneficio induzido pelo PRP em suas mdltiplas aplicacfes em sitios 6sseos.
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7 Conclusao

Nos limites da metodologia empregada, foi possivel concluir que:

1 - O tratamento com o gel de plasma rico em plagquetas nao favoreceu a
neoformacdo déssea ao redor dos implantes dentarios intra-0sseos, mas

proporcionou a formacao de tecido fibroso no espaco peri-implantar.

2 — Os resultados obtidos ndo recomendam a utilizagdo do gel de plasma rico em
plaquetas para o tratamento do alvéolo cirargico e/ou superficie do implante,

previamente a instala¢cdo do mesmo.
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Fone: (0xx16) 201-6431 - e-mail: diretor@foar.unesp.br / home page: http://www.foar.unesp.br
Comité de Etica na Experimentagio Animal - CEEA

Araraquara, 12 de maio de 2003
“Oficio CEEA-FO/Ar. n° 13/2003

“Senhor(a) Pesquisador(a)

O Comité de Etica em Experimentacdo Animal-CEEA da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, reunido em 12/05/2003, apds a avaliaggo final
do Projeto de sua responsabilidade intitulado “Utilizacdo de plasma rico em plaquetas
(PRP) associado a implantes intra:ésseos em mandibula de caes. Andlise

histolégica” considerou-o APROVADO, devendo o relatério final ser apresentado em
fevereiro/2004.

“Atenciosamente

Prof. Dr. JOWIRELL

Coordenador do CEEA

Ao
C.D. RICARDO VIEIRA GARCIA

DD. Pesquisador Responsavel
Nesta
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anexo — 2

Protocolo de instalac&do de implantes dentarios segundo BRANEMARK (1977)

1 — Avaliagéo clinica e radiografica do paciente.
2 — Exame clinico bucal e planejamento para instalacdo do implante.
3 — Confeccdo de modelos de estudo.
4 - Confecgéo de guias cirargicos.
5 — Medicacao previa a cirurgia com analgésico e antibiotico.
6 — Instalacao do implante.
a) anestesia local,
b) elevacéo do retalho mucoperiostal,
c) perfuracdo do tecido 6sseo com fresas padronizadas de acordo com o didmetro
do implante, na seqiiéncia, lancga, fresa 1, fresa 2, fresa 3,
d) confeccgédo de roscas intra-0sseas com o formador de roscas,
e) utilizacdo do countersink,
f) fixacdo do implante com mount implant,
g) colocacao do parafuso vedante sobre o implante,
h) reposicionamento do retalho e sutura,
i) Acompanhamento do pés-operatorio e remocao de sutura apos 7 dias,
J) Apos 4 meses para mandibula e 6 meses para maxila é feita a segunda cirurgia
para colocacao do cicatrizador (periodo utilizados em humanos)
K) ApOGs a osseointegracdo e cicatrizacdo da mucosa periimplantar o implante

recebera a protese.
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GARCIA, R.V. Utilizacdo de plasma rico em plaquetas (PRP) associado a implantes
intra-6sseos em mandibula de cées. Analise histologica. 2005. 94 f. Tese (doutorado
em Periodontia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,

Araraquara, 2005.

Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar através de analise histoldgica a influéncia do
plasma rico em plaquetas (PRP) na neoformacdo 6ssea dos espacos peri-implantares
de implantes osseointegraveis instalados em mandibula de cées. Foram utilizados 9
cdes sem raca definida. Inicialmente foram realizados exodontias dos segundos e
terceiros pré-molares, bilateralmente. Apos 60 dias, as areas foram preparadas para
instalacdo de implantes osseointegraveis, sendo que os implantes instalados do lado
direito da mandibula ndo receberam tratamento com PRP, servindo como controle. Para
o lado esquerdo, os implantes foram instalados em associacdo ao PRP, caracterizando
0 grupo experimental. Bidpsias 0sseas foram obtidas nos periodos de 15, 30, 55 dias
apos instalacdo dos implantes. Pelos resultados histologicos, de modo geral, pode-se
concluir que o tratamento com PRP, conforme a metodologia empregada, né&o
favoreceu a neoformacdo déssea e em alguns espécimes promoveu a formacao de

tecido fibroso.

Palavras-chave: Plasma; plaquetas; osseointegracao; implante dentario; caes.
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GARCIA, R.V. Effect of platelet-rich plasma (PRP) associated with osseointegrated
implants in dog mandibles. Histological study.” 2005. 94 f. Tese (Ph D in
Periodontology) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,

Araraquara, 2005.

ABSTRACT

This study was designed to evaluate, by means of histological analysis, the effect
of platelet-rich plasma (PRP) on bone formation in the interface with
osseointegrated implants placed in the dog mandible. Nine dogs of mixed race
were used. Initially, the second and third inferior premolars were extracted
bilaterally. After 60 days, osseointegrated implants were placed. On the right side
of the mandible no treatment was done and those implants served as controls. On
the left side, the implants were placed in association with PRP. Bone biopsies were
taken after 15, 30 and 55 days. Results showed that PRP did not enhance bone

formation and favored fibrosis in some specimens.

Key words: plasma, platelet, osseointegration, implants, dogs
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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