Luiz Gustavo Nascimento de Melo

Influéncia da associacdo do plasma rico em
plaquetas ao enxerto de osso autégeno no
reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico
em calvarias de coelhos. Estudo histologico e

histométrico.

unesp™

2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Luiz Gustavo Nascimento de Melo

Influéncia da associacdo do plasma rico em
plaquetas ao enxerto de osso autégeno no
reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico
em calvarias de coelhos. Estudo histolégico e

histométrico.

Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba -
Unesp, para obtencdo do Grau de “"Doutor em
Odontologia” - Area de Concentracdo

Periodontia.

Orientador: Profe. Dro. Maria José Hitomi Nagata

unesp®

ARACATUBA-SP
2007



Catalogacgéo-na-Publicacéo
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

Melo, Luiz Gustavo Nascimento de
M528i Influéncia da associacdo do plasma rico em plaguetas ao enxerto
de 0sso autdgeno no reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico em
calvarias de coelhos : estudo histolégico e histométrico / Luiz Gustav
Nascimento de Melo. -Aragatuba : [s.n.], 2007

79 1. il

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Odontologia, Aracatuba, 2007
Orientador: Profa. Dra. Maria José Hitomi Nagata

[

1. Regeneracao 6ssea 2. Fatores de crescimento 3. Plaqueta]

4. Enxerto 6sseo
Black D64

CDD 617.632




DADOS CURRICULARES




Luiz Gustavo Nascimento de Melo

Nascimento: 31.05.1974 — Goidnia/GO

Filiacdo: Jodo Catarino de Melo

Maria Alice Nascimento de Melo

1996-1999: Curso de Graduacdo em Odontologia
Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA — UNESP).

2001-2002: Curso de Mestrado do Programa de Pds-Graduacdo em
Odontologia, Area de Periodontia da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba (FOA-UNESP).

2004-20065: Especializacdo em Implantodontia pelo Hospital de Reabilitacdo
de Anomalias Craniofaciais da Universidade de Sédo Paulo (HRAC-
USP).

2004-2006: Curso de Doutorado do Programa de Pds-Graduacdo em
Odontologia, Area de Periodontia da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba (FOA-UNESP).



DEDICATORIA




A Deus

Obrigado, meu senhor, pela Vossa presenca,

Em todos os momentos da minha vida.

Obrigado pelas dificuldades, porque precisei ter forca para superd-las,
Pelas duvidas, porque precisei de sabedoria para entendé-las,
Obrigado pelas oportunidades, mesmo quando ndo as enxergava,
Pela dor, porgque foi quando eu mais cresci,

Pela fé, porque precisei seguir em frente... Sempre

Obrigado pelo Vosso amor,

Até mesmo nos momentos em que Ndo

Fui digno dele.

*... N&o sou nada. Nao posso querer ser nada. A parte disso, tenho em mim todos
0s sonhos do mundo...”

(Fernando Pessoa)



A0S meus pais,

Jodo Catarino € Maria Alice

Nossos pais carregam um enorme senfimento de responsabilidade,
com a missdo de transformar seus filhos em homens e mulheres de
verdade. Os anos passam e nos, filhos, crescemos e a grande
transformacdo se passa dentro deles tfambém. Os Nnossos sentimentos
em relacdo as expectativas da vida séo os deles. Por isso, € a eles que

eu dedico toda uma vida de esfor¢co e dedicacdo ao estudo.

*...Teus ombros suportam o mundo e ele ndo pesa mais que a mdo de uma
crianga...”

(Carlos Drummond de Andrade)



A0s meus irmaos

Anna Paula e Carlos Sérgio,

... Depois de algum tempo vocé aprende que verdadeiras amizades
continuam a crescer, mesmo a longas disténcias. E o que importa ndo é
O que vocé tem na vida, mas quem vocé tem na vida. E a familia sdo os
bons amigos que a vida nos permitiu ter...” Obrigado pelo suporte de
vocés durante todos esses anos e por compreenderem a minha

auséncia nos varios momentos em que eu ndo pude estar presente.,

... Pode ser que um dia o tempo passe...
Mas, se a unido permanecer,

Um do outro hd de se lembrar.

Pode ser que um dia nos afastemos...
Mas, se formos unidos de verdade,
A amizade nos reaproximara...”
(Albert Einstein)



AGRADECIMENTO ESPECIAL




A Profa, Dre, Maria José Hitomi Nagata

Obrigado por acreditar em mim,

Quando eu achei dificil acreditar em mim mesmo.

Obrigado por dizer, algumas vezes,

O que eu realmente precisava ouvir,

Em vez do que eu queria que vocé dissesse,

E por ter me mostrado um outro lado a considerar, além do meu.

Porgue para ensinar € preciso também saber humanizar e

Tdo importante quanto formar bons pesquisadores € fransformd-los em
Pesquisadores bons.

Aprendi a conhecé-la, respeitd-la e admird-la nestes cinco anos de convivio.
Tenha certeza de fer impresso em mim os principios que norteiam a sua vida

profissional: a dedicacdo incondicional & pesquisa e 0 amor & docéncia.

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota de
agua no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

(Madre Teresa de Calcutd)



AGRADECIMENTOS




Quando se consegue chegar ao final de um trabalho proposto,
pode-se sentir o peso das conftribuicdes dadas por pessoas que
ao gjudarem, mesmo supondo serem contribuicoes simples ou
obrigacdes, muitas vezes ndo avaliom o peso de suas atitudes
para quem as recebeu. Minha gratiddo a todos que, direta ou

indiretamente, contribuiram para elaboracdo deste trabalho.



A minha sincera gratiddo. . .

A Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FOA-UNESP), nas pessoas de seu
Diretor Prof. Dr. Paulo Roberto Botacin e Vice-Diretor Prof. Dr. Célio Percinotto
pela oportunidade da realizagcdo deste curso e desta pesquisa nesta

instfituicdo.

Ao Programa de P&s-Graduacdo em Odontologia da FOA-UNESP, na pessoa
de seu coordenador Prof. Dr. Wilson Roberto Poi pela seriedade e
responsabilidade na condu¢cdo do programa e pelo apoio e viabilizacdo dos

recursos para readlizacdo desta pesquisa.

Ao Prof. Dr. Alvaro Francisco Bosco da Disciplina de Periodontia do
Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada da FOA-UNESP, por ter tido
influéncia, de maneira decisiva, nos principais momentos da minha vida
académica, desde os tempos do estdgio na disciplina. Lembro que decidi
pela Periodontia na primeira vez em que o vi fazer uma cirurgia. Desde o

inicio professor, vocé foi meu referencial como profissional.

Ao Prof. Dr. Valdir Gouveia Garcia da Disciplina de Periodontia do
Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada da FOA-UNESP, pela
possibilidade de poder ter aprendido sobre a Periodontia e sobre a vida,
com sua experiéncia e sabedoria. Meu profundo respeito e admiracdo & sua

pessoq, professor.

Ao Prof. Dr. Tetuo Okamoto do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada
da FOA-UNESP pela valiosa contribuicdo na andlise das Idminas histoldgicas
deste frabalho e pela humildade com que sempre me recebeu durante

todo o curso de pds-graduacdo.



A Profa, Dro, Rita Cdssia Menegati Dornelles, da Disciplina de Fisiologia do
Departamento de Ciéncias Bdsicas da FOA-UNESP, por fer fido sempre a
generosidade de disponibilizar e conciliar o uso do seu laboratdrio com ©os
meus hordrios, geralmente irregulares. Obrigado também pelas boas
condicoes oferecidas para realizacdo da etapa experimental deste trabalho

em seu laboratorio.

A Profa. Dre, Sandra Helena Penha de Oliveira da Disciplina de Farmacologia
do Departamento de Ciéncias Bdsicas da FOA-UNESP, pela confianca em
permitir a realizacdo de parte deste tfrabalho em seu laboratdrio de cultura

de células.

Ao Prof. Dr. Claudio Aparecido Casatti e Profa, Dro. Alaide Gongalves da
Disciplina de Histologia do Departamento de Ciéncias Bdsicas da FOA-
UNESP, por disponibilizarem os meios necessarios para o armazenamento das

amostras de parte desta tese.

A Profe, Dre, Suely Regina Mogami Bomfim do Laboratério Clinico Veterindrio
da FMVA-UNESP, responsavel pelas andlises clinicas das amostras de sangue
dos animais usados neste experimento. Obrigado pela dedicacdo,
franquilidade e grande paciéncia demonstrada durante a realizacdo deste
dificil frabalho. A sua assisténcia durante os experimentos foram

fundamentais para realizagcdo desta fese.

A Profe. Dre. Valéria Nobre Leal de Souza Oliva da Disciplina de
Anestesiologia do Depto. de Clinica e Cirurgia e Reproducdo Animal da
FMVA-UNESP, pela orientacdo criteriosa na determinacdo dos protocolos de
terapia antibidtica, anestesia e cuidados pds-operatdrios usados Nos animais

deste experimento.



Ao Prof. Dr. José Eduardo Corrente do Departamento de Bioestatistica do
Instituto de Biociéncias de Botucatu (BB-UNESP), pelo empenho na

realizacdo da andlise estatistica desta pesquisa.

Ao Departamento de Bioquimica do Instituto de Biologia (IB) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), na pessoa de seu Chefe de
Departamento, profa, Dra, Carmem Verissima Ferreira pela oportunidade do

uso do laboratdrio para realizacdo dos procedimentos de cultura de células.

A profa, Dro, Giselle Zenker Justo do Departamento de Bioguimica do Instituto
de Biologia da UNICAMP pelas valiosas sugestdes na conduta de todo o

experimento em cultura de células.

Ao Dr. Stephen Fuccini, pelo auxilio fundamental nas tfraducdes durante todo
O curso de pds-graduacdo. Obrigado também pelas importantes sugestoes
no inicio da tese e por ter torcido, mesmo a distGncia, para que tudo desse

certo.

Ao prof. Dietmar Weng, ex-professor do “Department of Prosthodonfics,
School of Dental Medicine, Julius-Maximilians-University, Wrzburg, Germany”
pela possibilidade Unica de poder ter trabalhado ao lado de um grande
pesquisador em importantes pesquisas na darea de Implantodontia e

regeneracdo durante o curso de pos-graduacdo.

Ao prof. Guy Gagnon do “Department of Periodontics, Faculté de Médecine
Dentaire, Université Laval, Canadd” pelas importantes sugestdoes e
orientacdes fornecidas para realizacdo de parte dos procedimentos

experimentais desta tese.

Ao prof. Rheinard Gruber do “Department of Oral Surgery, Bernhard Gottlieb

Dental School, Medical University of Vienna, Vienna, Austria” que, mesmo por



e-mail, contribui com informagdes importantes para os experimentos com

cultura de célulaos.

A 3i Implant Innovations® pelo financiamento parcial dos materiais usados

nesta tese.

Ao Hospital de Reabilitagcdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade de
Sédo Paulo (HRAC-USP), nas pessoas de seu Superintendente, Prof. Dr, José
Alberto de Souza Freitas e Diretor da Divisdo de Assisténcia Odontoldgica,
Prof. Dr. Laerte Fiori de Godoy, por ter tido a oportunidade de me formar em
Implantodontia em um centro de referéncia mundial no fratamento de

pacientes portadores de anomalias craniofaciais.

A Profe Dro, Maria Licia Rubo de Rezende, da Disciplina de Periodontia do
Departamento de Prétese da Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-USP)
e minha orientadora pela Especializacdo em Implantodontia no HRAC-USP.
Tive a grande oportunidade de ter sido orientado por uma das mais
importantes profissionais da drea de Implantodontia do pais. A sua
competéncia e senso de ética serdo sempre referenciais para minha vida
profissional e pessoal. Agradec¢o por ter me aceito como orientado e pela
compreensdo e paciéncia em todos os momentos de dificuldade que

enfrentei durante o curso.

Ao Prof. Dr. Luis Eduardo Marques Padovan, do Setor de Implantodontia do
HRAC-USP, pelos valiosos ensinamentos dados durante o curso de
Especializacdo em Implantodontia. Admiro-o pela seriedade profissional,
pela lideranca e pelo entusiasmo que tem em ensinar. Agradeco pelas
oportunidades dadas no inicio do curso e também pelas cobrancas e
conselhos nos momentos de erro, que foram muito importantes para minha

formacdo. Terd sempre 0 meu respeito professor.



Aos Profs. Roberta Pires Dias, Caio Mdarcio Figueiredo e Flavio Monteiro
Amado, do Setfor de Implantodontia do HRAC-USP, pela contribuicdo
fundamental & minha formacdo em Implantodontia. Agradeco também
pela compreensdo nos dias de estresse e por permitirem, em todos oS
momentos necessarios, o concilio da dura rotina didria da Especializacdo

com o Doutorado.

A Profa, Dro. Ana Licia Pompéia Fraga de Almeida, do Setor de Periodontia
do HRAC-USP pela oportunidade de poder ter trabalhado, mesmo que no
final da Especializacdo, com uma pessoa determinada. Tenho admiragcdo
pela sinceridade e praticidade com que leva a vida. SGo pessoas assim que

fazem as coisas acontecerem.

Ao Dr. Luiz Henrique Marchesano, farmacéutico bioquimico do Laboratério
de Andlises Clinicas do HRAC-USP, pela oportunidade de ter tido acesso ao
seu laboratério para podermos aplicar, na prdtica clinica cirdrgica, os
principios do Plasma Rico em Plaguetas e pela constante troca de
informagdes sobre este fema durante os dois anos de convivéncia no

Centrinho.

Ao amigo Michel Reis Messora. Quantas dificuldades para fazer esta tese.
Quantos momentos de estresse, cansaco e sacrificio de vdarios finais de
semana para readlizar os experimentos desta tese. Quantos dias de duvidas
sobre o que fazer e como fazer, para fterminar a tese. Em todos estes
momentos, era vocé quem estava sempre ajudando. Foram nesses
momentos que eu conheci o valor de uma amizade e o significado real da

palavra altruismo.

A amiga Flavia Aparecida Chaves Furlaneto, por ter convivido, durante o
Doutorado, com uma amiga de verdade. Obrigado por todas as vezes que
pude contar com seu apoio e, principalmente, por ter me mostrado que a

humildade e simplicidade sdo, sempre, as melhores escolhas.



A amiga Tatiana Miranda Deliberador. Obrigado por todos os momentos em
que me ajudou durante o curso de pds-graduacdo. Tenho a sorte de poder
ter vocé como amiga e a certeza de que conheci uma das futuras grandes

periodontistas do pais.

Ao amigo Alex Semenoff Segundo, pelas boas conversas e importantes
conselhos recebidos durante todo o curso de Doutorado. Tenho respeito
pela pessoa e profissional que €. Vejo o reflexo de um grande pesquisador

em vocé e agradeco pela possibilidade de ser seu amigo.

A Luciana Lliarte Gasparini Ribeiro, amiga durante todo o curso de pos-
graduacdo. Comecamos juntos e terminamos juntos. Tenho admiracdo por
sua intfegridade como pessoda e pela amizade que sempre teve por mim.
Agradeco por todas as ocasides em que pdde me gjudar, em todos esses

anos de convivéncia.

Aos amigos e colegas do Mestrado e Doutorado em Periodontia da FOA-
UNESP, Alex Semenoff Segundo, Célia Tomiko Matida Hamata Saito, Danielle
Shima Luize, Fernando José de Oliveira Nobrega, Flavia Aparecida Chaves
Furlaneto, Juliano Milanezi de Almeida, Luciana Liarte Gasparini Ribeiro,
Leandro Araljo Fernandes, Michel Reis Messora, Samara Bonfante, Sérgio
Ricardo de Oliveira, Tatiana Miranda Deliberador, Thiago Marchi Martins e
Valmir Macarini, pelas oportunidades de aprendizado e crescimento pessoal

com O convivio de vocés.

As amigas Natdlia Campos e Natdlia Pola, estagidrias da Periodontia e
futuras colegas de profissdo. Obrigado pela boa companhia e ajuda nos

longos dias de trabalho ao lado do micrétomo.

As colegas Celina e Tatiana, residentes em Diagnéstico Veterindrio do

Laboratério de Clinico Veterindrio da FMVA-UNESP. Quantas vezes, por



telefone, nds passamos por momentos de grande expectativa diante dos
resultados das andlises de parte desta tese. No final, deu tudo certo.

Obrigado pela ajuda fundamental de vocés para realizagcdo deste trabalho.

Ao amigo Frederico Ciporkin. Tenho saudade das nossas conversas sobre as
inUmeras possibilidades de podermos mudar o que ja existe na Odontologia
e das vdrias vezes em que iamos a capela de Séo Francisco de Assis no
Centrinho pra pedir protecdo para nossas cirurgias. Agradeco o
companheirismo verdadeiro durante todo o curso no Centrinho e a certeza

de ter conquistado sua amizade.

Ao amigo José Sérgio Maia Neto. Ndo vou esquecer dos bons momentos no
centfro cirdrgico do Centrinho. Com o bisturi nas mdos e um pouco de
criatividade, nds colocamos nossas idéias sempre “revoluciondrias” em
pratica e escrevemos nossa estéria no Centrinho. Inventamos técnicas,
modificamos técnicas e com isso percebemos que ainda temos muito que

fazer na nossa profissdo.

A amiga Ménica Moraes Waldemarin Lopes, mestre em Ciéncia da
Reabilitacdo pelo HRAC-USP, pelo importante auxilio durante todo o periodo
da Especializagcdo no Centrinho. Sem sua aqjuda na readlizagcdo da

monografia, eu jamais teria conseguido termind-la.

Aos amigos e colegas da Especializacdo em Implantodontia do HRAC-USP,
Adriana Correa Queiroz, Fernando Rizzo Alonso, Frederico Ciporkin, Gabriela
Gennaro, Jodo F. Avelar Pinto, José Sérgio Maia Neto, Milena Nahdas Matiello
e Wendel Teixeira. Obrigado a cada um de vocés por terem me ajudado
tanto, estando sempre presentes nas minhas auséncias e aceitando meus

momentos de estresse durante os dois anos de convivio no Centrinho.

Ao amigo Anténio Hernandes Chaves Neto, doutorando em Bioquimica pelo

Instituto de Biologia da UNICAMP, pela grande capacidade de trabalho



demonstrada na readlizagcdo de todos os experimentos com cultura de
células. A possibilidade de termos incorporado esta nova e importante
metodologia a tese s foi possivel pelo seu total comprometimento com esta
parte da pesquisa. NGo vou esquecer do seu empenho, sempre deixando
em segundo plano a propria tese, para finalizacdo dos experimentos nos
prazos estabelecidos. Tive a grande sorte de ter conhecido um verdadeiro

pesquisador e a possibilidade de té-lo como amigo.

Ao amigo Marcelo Pereira Nunes e seus irmdos Djalma Pereira Nunes Filho e
Fernando Pereira Nunes, amigos para uma vida inteira. Amizade que
comecou na graduacdo e estd muito presente até hoje. Obrigado por
poder fazer parte desta familia que a vida permitiu-me conhecer e a qual eu

considero tanto.

Ao amigo Marcos Heidy Guskuma, pelos momentos de descontracdo, pelas
varias saidas prometidas e ndo cumpridas. Obrigado por ter tornado este
dltimo ano muito divertido aqui em casa. Terei saudades das nossas “festas”

no apartamento, que foi sé uma, mas que valeu por varias.

A Nica, por ter cuidado de mim e da casa desde que eu me formei.
Obrigado por ter feito parte da minha estéria aqui em Aracatuba. Vou sentir

saudades da sua presenca alegre.

A Anténia, Claudiomiro, Maria Dirce C. Boatto, Gilmar Martins de Oliveira e
Bernadete Maria Nunes Kimura, funciondrios do Departamento de Cirurgia e
Clinica Integrada, da FOA-UNESP, pelos servicos prestados durante todo o
curso de pos-graduacdo. Em especial & Dirce e ao Gilmar pelo empenho e
dedicacdo com que coraram e montaram as |Gminas no prazo

estabelecido.

Ao Odair, funciondrio da Periodontia da FOA-UNESP, pelo apoio fundamental

no manuseio dos animais usados neste experimento. Obrigado pelo



importante auxilio na dificil farefa de coleta de sangue dos animais e,

principalmente, pela companhia agraddvel durante as cirurgias.

Ao Camilo, José Lucio e Jodo Batista, funciondrios do Biotério da FOA-UNESP,
pela disponibilidade e a alegria com que sempre me frataram durante todo

O curso de pos-graduacdo.

A Marina M. S. Kawagoi e Adélia Barreto C. Silva, funciondrias da Secdo de
P&s-Graduacdo da FOA-UNESP, pela atencdo, simpatia e paciéncia que

sempre fiveram comigo.

A Alexandra, Ana Claudia, Claudia, Cldudio, Helena, Isabel, Ivone, Izamar,
Jessica, Luzia e Maria Claudia, funciondrios da Biblioteca da FOA — UNESP,

pela disponibilidade com que sempre me atenderam.

A Beth e Roseli, auxiliares do Setor de Implantodontia do HRAC-USP, pela
oportunidade de fter frabalhado com vocés, profissionais experientes e

altamente qualificadas, durante os dois anos de curso no Centrinho.

A todos os funciondrios do HRAC-USP, que conftribuiram de forma direta ou
indireta para minha formagdo em Implantodontia. Conheci e aprendi a
respeitar o notdvel frabalho realizado por todas as pessoas que fazem parte
desta instituicdo. Nos dois anos de convivio direto, pude compreender o real
significado da palavra caridade, que expressa literalmente o que vocés

fazem todos os dias neste hospital.

Aos pacientes do HRAC-USP, que foram imprescindiveis d minha formacdo

em Implantodontia, o meu sincero agradecimento. Que Deus os abencgoe.



Agradecimentos




EPIGRAFE




"Ad partus ovium noscuntur pondera ventrum”
“No final & que se cantam as gldrias”

(Cicero)



RESUMO




Melo LGN. Influéncia da associacdo do plasma rico em plaguetas ao enxerto
de osso autdégeno no reparo sseo de defeitos de tamanho critico em calvarias
de coelhos. Estudo histoldgico e histométrico. (tese). Aracatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2007.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, histologicamente, a influéncia da
associacdo do plasma rico em plaquetas (PRP) ao enxerto de osso autégeno (OA) no
reparo ésseo de defeitos de tamanho critico (DTC) em calvdrias de coelhos. Sessenta
coelhos foram divididos em 3 grupos: C (controle), OA (osso autdégeno) e OA/PRP (0sso
autdgeno associado ao plasma rico em plaguetas). Um defeito de tamanho critico,
com 15 mm de diémetro, foi criado na calvdria de cada animal. No Grupo C, o defeito
foi preenchido somente com codgulo sanguineo. No Grupo OA, o defeito foi
preenchido com osso autdégeno particulado. No Grupo OA/PRP, o defeito foi
preenchido com osso autégeno particulado associado ao PRP. Todos os grupos foram
divididos em subgrupos (n = 10) para eutandsia aos 30 ou 90 dias pds-operatdrios.
Foram realizadas andlises histoldgica e histométrica. A quantidade de osso neoformado
foi calculada como uma porcentagem da drea total do defeito original. Os dados em
porcentagem foram transformados em raiz quadrada para andlise estatistica (ANOVA,
teste f, p<0,05). Aos 30 dias pds-operatdrios, o Grupo OA/PRP apresentou uma
quantidade significativamente maior de 0sso neoformado que o Grupo OA (64,44% e
46.,88%, respectivamente). Aos 90 dias, todos os espécimes dos Grupos OA/PRP e OA
mostraram fechamento 6sseo completo do defeito, com quantidades similares de osso
neoformado (77.9% e 75%, respectivamente). Dentro dos limites deste tfrabalho, pode-se
concluir que o PRP acelerou o processo de reparo do enxerto de 0sso autdégeno em
defeitos de tamanho critico em calvaria de coelhos.

Palavras-chave: Regeneracdo 6sseq; fatores de crescimento; plaguetas.



ABSTRACT




Melo LGN. Effect of platelet-rich plassna on bone healing in autogenous bone
graft in critical-size defects. A histologic and histometric study in rabbit calvaria

(tesis). Aracatuba: Dental School of Aracatuba, S&do Paulo State University. 2007.

The purpose of this study was to histologically analyze the effect of platelet-rich plasma
(PRP) on bone healing in an autogenous bone graft placed in surgically created critical-
size defects (CSD) in rabbit calvaria. 60 rabbits were divided into 3 groups: C (control);
AB (autogenous bone graft) and AB/PRP (autogenous bone graft with platelet-rich
plasma). A 15 mm diameter CSD was created in the calvarium of each animal. In Group
C the defect was filled by blood clot only. In Group AB the defect was filled with
particulate autogenous bone. In Group PRP it was filled with particulate autogenous
bone in combination with platelet-rich plasma. All groups were divided into subgroups
(n=10) and euthanized at either 30 or 90 days post-operative. Histometric, using image
analysis software, and histologic analyses were performed. Amount of new bone was
calculated as a percentage of the total area of the original defect. Percentage data
were transformed into square root for statistical analysis (ANOVA, f test, p<0.05). At 30
days post-op, Group AB/PRP had a statistically greater amount of bone formation than
Group AB (64.44% and 46.88%, respectively). At 90 days, complete bone regeneration of
the defect was seen in all specimens of Groups AB/PRP and AB, with similar amounts of
newly formed bone (77.9% and 75%, respectively). Within the limits of this study, it can be
concluded that PRP accelerated the healing of autogenous bone graft in critical-size
defects in rabbit calvaria.

Key-words: Bone regeneration; growth substances; blood platelets.
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Melo, L. G. N.; Nagata, M. J. H. Influéncia da associacdo do plasmam plaguetas ao
enxerto de 0sso autdgeno no reparo 0sseo de defeitos de tamanho crit@lvaeims de

coelhos. Estudo histoldgico e histométrictin Oral Impl Res

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, histologicamente, a infau@acassociacdo do
plasma rico em plaquetas (PRP) ao enxerto de osso autégenon¢Orkparo 6sseo de
defeitos de tamanho critico (DTC) em calvarias de coelhos.ra@sselhos foram divididos

em 3 grupos: C (controle), OA (osso autdgeno) e OA/PRP (osso autagsmciado ao
plasma rico em plaguetas). Um defeito de tamanho critico, comnislendiametro, foi
criado na calvaria de cada animal. No Grupo C, o defeito foi preenshidente com
coagulo sanguineo. No Grupo OA, o defeito foi preenchido com osso autogeocolguoti

No Grupo OA/PRP, o defeito foi preenchido com osso autdgeno particasadoiado ao
PRP. Todos os grupos foram divididos em sub-grupos (n = 10) para eutasa3au 90

dias pds-operatérios. Foram realizadas andlises histolégicdombtrica. A quantidade de
osso neoformado foi calculada como uma porcentagem da area total ¢t alggaial. Os
dados em porcentagem foram transformados em raiz quadrada pase a@séditistica
(ANOVA, testet, p < 0,05).Aos 30 dias pés-operatorios, 0 Grupo OA/PRP apresentou uma
guantidade significativamente maior de osso neoformado que o Grupo OA (64,44%
46,88%, respectivamente). Aos 90 dias, todos os espécimes dos Grupos @APRKRP
mostraram fechamento 6sseo completo do defeito, com quantidadesesinti&a 0sso
neoformado (77,9% e 75%, respectivamente). Dentro dos limites ddséhdrapode-se
concluir que o PRP acelerou o processo de reparo do enxerto de 0sso autégeno em defeitos de

tamanho critico em calvaria de coelhos.
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Introducéo

Os fatores de crescimento representam uma classe de medlaidyg€os que regulam a
proliferacdo, quimiotaxia e diferenciacao celular (Lynch et@89). A aplicacéo terapéutica
desses fatores, objetivando a regeneracdo de um determinadip fecdamenta-se na
tentativa de mimetizar os eventos biolégicos responsaveis pela cBmrmgestagio
embrionario) e manutencéo (estagio poés-natal) deste tecido (Schilephake 2002).

Marx et al. (1998) propuseram o uso do plasma rico em plaquetasdBtR®pgo como uma
técnica economicamente viavel para obter-se uma alta concentdeca@atores de
crescimento. Esses autores observaram uma maturacdo mais dapidsxertos 0sseos
autdgenos, quando associados ao PRP, usados no tratamento de defeitos mandibulare
resultantes da remocéao de tumores benignos e malignos. Este estudo cliniom ghéolearx
et al. (1998) foi importante para o estabelecimento da metodologia e apliéaig@odo PRP
na odontologia. Posteriormente, outros pesquisadores avaliaramtos ef@icos do PRP
associado ou ndo a enxertos ou substitutos 0sseos usados em levantamseiotondgilar
(Wiltfang et al. 2003; Raghoebar et al. 2005), procedimentos para auésseb vertical ou
horizontal de rebordos atroficos (Shanaman et al. 2001), alvéolos deiextiagerceiros
molares (Sammartino et al. 2005), defeitos 6sseos de fissura |#tiogpgOyama et al.
2004), defeitos mandibulares provocados por cirurgias ressectivasn(8tral. 2006) e em
defeitos periodontais (Christgau et al. 2006). Estes trabalhos, ettrdtm demonstrado
resultados contraditorios em relacdo a formacdo e maturacéao ossea.

Resultados contraditérios também tém sido observados em modelossaAinmdiuéncia do
PRP tem sido avaliada em defeitos em cranios de coelhos tratano®sso autdgeno
(Aghaloo et al. 2002), osso bovino inorganico (Kim et al. 2001; Aghaloo €08#),

aloenxerto 6sseo desmineralizado seco e congelado (Aghalo®2@0%).ou proteina 6éssea
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morfogenética (Jung et al. 2005); em defeitos mandibulares de dabnass(et al. 2004) e
cées (Choi et al. 2004; Gerard et al. 2006) tratados com o0sso autogenaefeitos em
cranios de porcos tratados com colageno bovino (Schlegel et al. 2004), ossnautdg
(Wiltfang et al. 2004; Thorwarth et al. 2005) ou o0sso bovino inorganico (Enibrvet al.
2006).

Analisando-se a grande variacao de resultados desses estudos, mude-gee muitos deles
sdo empiricos, sem dados controles. Por existirem poucos estudos dostroden variacao
nos materiais de enxerto e sitios usados e nos protocolos de prepdowaERP, ha ainda
muitas duvidas existentes sobre o quéo efetivo o PRP é em favareteatrizacdo de
enxertos 0sseos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, histologicamente, a infau@acassociacdo do
plasma rico em plaquetas (PRP) ao enxerto de osso autégenon¢Orkparo 6sseo de

defeitos de tamanho critico (DTC) em calvarias de coelhos.

Material e métodos

Modelo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentag da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESmpDs de Aracatuba.
Foram utilizados 60 coelhos machos (New Zealand), com idade entsendeses, pesando
entre 3,5 a 4,5 kg (UNESP, Biotério da Faculdade de Medicina, CatepBstucatu). Os
animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos experimei@aigio C (controle),
Grupo OA (osso autdgeno) e Grupo OA/PRP (osso autdgeno associadonaa nptasem

plaquetas).
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Procedimento cirdrgico

Vinte e quatro horas antes da realizagcdo das cirurgias, oSosomtceberam injecéo
intramuscular de enrofloxacino (0,1 ml/kg) (BaytriBayer S.A., S0 Paulo, SP, Brasil).
Para realizacdo de todos os procedimentos experimentais, ossdioiraal anestesiados por
injecdo intramuscular de xilazina (0,25 ml/kg de peso corporal) argiret (0,35 ml/kg de
peso corporal). Apds anti-sepsia, foi feita uma incisdo semi-hmaalvaria e um retalho de
espessura parcial foi levantado em direcéo posterior, seguido deaisd@@ no periosteo, o
qual foi também afastado na mesma direcédo (Vikjaer et al. 1987 )defeito de tamanho
critico (DTC) de 15 mm de didametro (Hollinger & Kleinschmidt 19f0)criado com uma
trefina acoplada em uma peca de méo de baixa rotacéo, sob arajag@lante com solucéo
salina estéril. O defeito incluiu uma porcdo da sutura sagital. @oxilio de um guia
cirdrgico previamente confeccionado, uma marcacdo no formato deoflfeifa 2 mm
anterior e outra 2 mm posterior as margens do defeito cirGogico uma broca carbide
tronco-conica. O longo eixo de cada “L” localizou-se sobre uma linha imaginarituttingl
que dividia o defeito cirargico ao meio. As marcac¢des foram, entdengbidas com
amalgama (Fig. 1). Estas foram usadas para identificacdo do dwoedtefeito cirdrgico
original durante o processamento laboratorial e, também, parazéaéaidas suas margens

0sseas originais durante a analise histométrica.

No Grupo C, o defeito cirtrgico foi preenchido somente com coagulo sangiNo Grupo
OA, o defeito foi preenchido com aproximadamente 0,30 g de 0sso autégendguhotiblo
grupo OA/PRP, o defeito foi preenchido com aproximadamente 0,30 g de od&genaut
particulado associado com 0,5 ml de PRP. O osso autégeno foi obtidootdaarahiana
durante a criacdo dos defeitos e particulado usando um particaksdar manual (Quentin

Bone Mill, Quentin Dental Products, Leimen, BBgrmany).
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Os tecidos moles foram, entdo, reposicionados e suturados para obfechamento
primario da ferida (Vycril 4-0, Ethicon, Sdo Paulo, SP, Brasil pataras internas e Seda 4-
0, Ethicon, Sdo Paulo, SP, Brasil para suturas externas). Cada amo®ladu injecoes
intramusculares diarias de enrofloxacino (0,1 ml/kg de peso edyrgBaytril”, Bayer S.A.,

Sado Paulo, SP, Brasil) durante cinco dias pds-operatorios e diratlorile tramadol (0,04
ml/kg de peso corporal) (TranfalPfizer Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) durante trés dias pds-

operatorios.

Preparo do PRP

Quarenta ml de sangue foram coletados de cada animal, via purgi@geasacom auxilio de
uma canula adaptada a uma seringa contendo 5 ml do anti-coaguldateit@ato dextrose
(ACD-A). O mesmo volume de soro fisiolégico (40 ml) foi, entdo, idieteia endovenosa
para manutencdo do volume sangiineo sistémico do animal. O preparo o RIRE de
acordo com as instrucées do fabricante para uso do sistema PECE3illimplant
Innovations Inc., Palm Beach, FL, EUA). Cada amostra de sanguenfmifugada a 3200
rpm por 12 minutos. 0,5 ml de PRP foi ativado com 0,025 ml de solucéo de demr#frio

a 10% (Calcium Chloride 10% Solution, ScienceLab.com Inc., Houston, TX, EJA)
imediatamente associado com aproximadamente 0,30 g de 0sso autodgenlagarEm 3 a

5 minutos apés a ativacdo do PRP, esta mistura apresentou-se c@témciasgelatinosa,

sendo entdo colocada no defeito cirdrgico.
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Contagem de plaquetas

O liquido de Brecher foi usado para lisar os eritrocitos e dikiarmostras de sangue
periférico e de PRP. As plaquetas nas amostras diluidas ford@wo, emtadas manualmente
em uma camara de Neubauer. Além disso, esfregacos de smrdéeco foram corados
com “Pandético Rapido LB” (LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) para iatifa morfologia das

plaguetas.

Avaliacaoin vitro das propriedades mitogénicas do sobrenadante do PRP

Preparo do sobrenadante

O sobrenadante do PRP (sPRP) foi preparado de acordo com o proécoohendado por
Martineau et al. (2004). Uma amostra de 6 ml de PRP foi ativadamansolugdo de cloreto

de célcio a 10% (Calcium Chloride 10% Solution, ScienceLab.com Inc., Houston, TX, EUA),
na proporcao de 0,05 ml para cada 1 ml de PRP. Em seguida, foi incubactaaploora a
37°C, na presenca de 5% de JJAuto-Flow incubator, NuAire Inc., Plymouth, MN, USA).
Apés este periodo, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 4008 gopetar o sPRP.

Este foi, entdo, imediatamente armazenado a - 80°C, para uso em culturas de células

Cultura de células

Células pré-osteoblasticas MC3T3-E1 (subclone 4) foram adquiriddAnderican Type
Culture Collection”. Estas foram mantidas em meio essencialmui alfa @-MEM)
(Nutricell Nutrientes Celulares, Campinas, SP, Brasil), seihodascoérbico, suplementado
com soro fetal bovino (SFB) a 10% (Nutricell Nutrientes Celu)a@esnpinas, SP, Brasil),
em uma incubadora a 37 °C, com 5% de,.d®Dmeio foi trocado a cada 3 dias até as células

alcancarem a confluéncia, quando foram ent&o subcultivadas.
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Andlise de proliferacdo celular

As células foram plaqueadas em uma densidade de 5céllitas/cri em placas de 96 pocos
(TPP®, Techno Plastic Products AG, Trasadingen, SH, Switzerland). Apés tiatupele
incubacdo de 24 horas, o meio de cultura celular foi substituido pos rdei cultura
contendo 1, 5, 10, 15, 20, 30 e 50% de sFRRibilizado em meia-MEM livre e
suplementado com SFB a 10%. Os meiddEM livre e suplementado com SFB a 10%
foram usados como controle. As placas foram incubadas por 24 e 72 horsS a 8% de
CQO.. A analise de proliferacédo celular foi realizada usando o tesiéTdo{brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio]}. Apés tratamento catifierentes concentracoes
de sPRP, o meio de cultura foi substituido por outro sem SFB e cdm aMuma
concentracao final de 0,5 mg/mL, por 3 horas. Os cristais de famiaram solubilizados
com dimetil sulféxido, agitados por 5 minutos e os resultados da densiitzdéram lidos

num leitor de microplacas a 570 nm.

Processamento tecidual

Cada grupo de animais foi dividido em 2 sub-grupos, para eutanasia aos 8ias POs-
operatorios. A area do defeito cirdrgico original e os tecidesigacentes foram removidos
em bloco. As pecas foram fixadas em solucdo de formol neutro a 408las em agua
corrente e descalcificadas em solucdo de acido etilenodiamaétetp a 18%. Apds
descalcificacao inicial, cada peca foi dividida longitudinalmentedeis blocos, exatamente
ao longo do centro do defeito cirdrgico original, usando-se o longadeixada marcacao de
amalgama em formato de “L” como referéncia. Foram realizatl®mbém, cortes
transversais que tangenciaram o eixo menor de ambas as mareacde’, de modo que
cada espécime ficou com 19 mm de extensdo no sentido longitudinah, Assou-se

possivel a determinacéo precisa dos limites do defeito cirirggioarpara realizacdo das
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analises histologica e histométrica (Fig. 2). Apdés um periodo deldéisacédo adicional, as
pecas foram processadas e incluidas em parafina. Foramaadeali cortes seriados
longitudinais, com 6 um de espessura, iniciados a partir doocdatrdefeito cirdrgico
original. Os cortes foram corados pelas técnicas de Hematoxli#sina (H.E.) ou

Tricrobmico de Masson para andlises com microscopia de luz.

Anélise histomorfométrica

Foram selecionados 2 cortes histologicos, representando o centro aitm @afirgico
original, para as analises histologica e histométrica. Asensados cortes histologicos foram
capturadas por uma camera digital acoplada a um microscopio @utinoym aumento de
32x e salvas em um computador. Como nao foi possivel capturar o detfgito em uma
mesma imagem devido ao aumento usado, foram unidas 4 imagens gag@aisrmar um
guadro Unico que compreendia toda a extensado do defeito e as suas maeggnesriggnais.
A analise histomorfométrica foi realizada com o auxilio do seoéwémagelLab 2000”

(Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).

Os seguintes critérios, baseados em parte no estudo de Melo et al. (2005), foraparaados

padronizar a andlise histomorfométrica das imagens digitalizadas:

1) A Area Total (AT) a ser analisada correspondeu a area dotalefeito cir(rgico
original. Esta area foi determinada, primeiramente, pela ideg#o das superficies
externa e interna da calvaria original nas margens diregaqaerda do defeito
cirdrgico. Estas superficies foram conectadas com linhas dessndeguindo suas
respectivas curvaturas. Foram entdo medidos, a partir de ambeseasdades do

espécime, 2 mm em direcao ao centro do defeito para estalusldiosites do defeito



49

cirargico original. A Area de Osso Neoformado (AON) foi deldealentro dos
limites da AT.

2) A AT foi medida em mrhe considerada 100% da &area a ser analisada. A AON
também foi medida em nfre calculada como uma porcentagem da AT.

Anélise estatistica

Os valores de AON de cada animal foram representados pela porcentagardoa&icortes
histolégicos. Estes dados percentuais foram transformados ewnuesizada para a analise
estatistica. A significancia das diferencas entre os grupaslagiio a AON foi determinada
pela analise de variancia, seguida por um teske Student post haguando a andlise de
variancia mostrou uma diferenca significativa entre os grupes @,05). O coeficiente de
correlagdo de Pearson)(foi usado para demonstrar a relagéo entre a AON e a quintida
plaguetas das amostras de PRP, bem como entre a quantidade dakdagi@mostras de
PRP e de sangue periférico. Na analise da proliferacdo celdmnificancia das diferencas
entre os grupos foi determinada pela analise de varianciagagqmlo teste de Dunngtbst

hoc adotando o nivel de significancia de 5%.

Resultados

Um espécime do Grupo OA/PRP de 30 dias pos-operatorios foi perdidim @eproblemas

no processamento laboratorial.

Acompanhamento clinico
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Os animais toleraram bem o procedimento cirlrgico e mantiveraadsi&veis durante todo

o periodo experimental.

Estudo da contagem de plagquetas

As contagens de plaguetas confirmaram que a técnica usada papmro pie PRP neste
estudo produziu amostras com altas concentractes de pladisftagacos de amostras de
PRP exibiram maior quantidade de plaquetas do que esfregacosodiaande sangue
periférico. A quantidade média de plaquetas nas amostras de gemidérco foi 327,83 +
73,61 x 18 plaquetas/ul, enquanto que nas amostras de PRP foi 1204,03 + 369,875 x 10
plaquetas/ul (Fig. 3). Portanto, a concentracdo de plaguetas nagsaandestPRP foi

aproximadamente 4 vezes maior que aquela observada nas amostras de sangeee perifér

Analise de proliferacéo celular

As células da linhagem MC3T3-E1l, tratadas com o sPRP, apresentena taxa de
proliferacdo dose-dependente. Com a adicdo de 10% de sPRP suplemamt&kBca 10%
ou com a adicdo de 20% de sPRP somente, as células mostraraaxarda proliferacdo

aproximadamente 100 % maior que a do grupo controle em 72 horas de cultura (Fig. 4).

Analise histologica qualitativa

Grupo C (controle):Em 30 dias pos-operatorios, quase toda a extensdo do defeitecairtrg
estava ocupada por tecido conjuntivo com feixes de fibras colagenastadae
paralelamente a superficie da ferida e um moderado niumero dedstosblObservou-se,
junto as margens do defeito cirargico, pequena quantidade de tecidméstarmado (Fig.
5A) circundado por poucos osteoblastos. Em 90 dias pds-operatérios, a nda®ria

espécimes apresentou uma formacéo éssea similar aquela observada nos&sieégd dias
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pos-operatorios (Fig. 5B), enquanto poucos apresentaram uma maior dorgesga. O
tecido conjuntivo apresentou um moderado nimero de fibroblastos ao lado deléefeas

colagenas.

Grupo OA (osso autdgeno):

Aos 30 dias pés-operatérios, nenhum espécime apresentou o fechamentoocoongégeito
cirargico por tecido 6sseo. Contudo, observou-se um fechamento quasetoatophesmo
em 6 espécimes. De forma geral, a regido do defeito cirlrgfiagaeocupada por formacdes
isoladas de tecido 6sseo neoformado imaturo ao lado de tecido conjuntigo {ibrg 5C).
Em toda a extensdo do mesmo, observou-se a presenca de remangsqartésulas ésseas
do enxerto. Areas de tecido conjuntivo provisério também estavam peesEntealguns
espécimes, notou-se a presenca de um discreto niumero de linddniaxy6fagos em areas
isoladas. Aos 90 dias, observou-se o fechamento completo do defeitocipor deseo
trabecular maduro em todos os animais (Fig 5D). Em algumas, a®manescentes de
particulas 6sseas do enxerto ainda estavam presentes. Em ambdsdus pler analise, a
espessura dos tecidos neoformados na regido do defeito era, na dws@specimes, mais

delgada que o osso original da calota.

Grupo OA/PRP (osso autégeno/plasma rico em plaquefesy: 30 dias pOs-operatorios, 2
espécimes apresentaram um fechamento completo do defeito ongegitecido 6sseo (Fig.
5E), enquanto 8 espécimes apresentaram um fechamento quase compietentao com
tecido 6sseo trabecular imaturo. Em toda a extensdo do defeitojonbsera presenca de
remanescentes de particulas 6sseas do enxerto. A espessecddssrteoformados era, na
maioria dos espécimes, maior que o 0sso original da calota. Ade®@os-operatorios,

observou-se o fechamento completo do defeito em todos os animais. U esgécimes,



52

houve o restabelecimento quase completo das duas corticais, sepparadesa porcao

central medular (Fig. 5F). Em outros, o defeito estava predmgloir tecido 6sseo trabecular
maduro. Poucos remanescentes de particulas 6ésseas do enxerto astdagmesentes em
algumas éareas. A estrutura 6ssea neoformada apresentou, naa nda®riespécimes,

espessura semelhante aquela do osso original da calota.

Analises histométrica e estatistica

As médias e os desvios-padrdo da AON para os grupos C, OA e OA/PRP de 30 e 90 dias pés-
operatorios, assim como 0s resultados da comparacao entre os grupaprest@ntados na
Tabela 1 e na Fig. 6. Foi observada uma correlacéo estatistita significante entre a
guantidade de plaquetas nas amostras de sangue periférico e ¢e=PlRE6,p = 0,0021).
Contudo, néo foi observada uma correlacédo estatisticamente sigeiferastre a quantidade

de plaquetas nas amostras de PRP e a AON (r = - ®248,3116). Os resultados da analise

estatistica dos dados obtidos no teste de proliferacédo celular estdo agposseatag. 4.

Discussao

Estudos clinicos e em animais tém demonstrado que a associacaasdm FRico em
Plaguetas (PRP) ao osso autégeno pode potencializar a formacéqMape et al. 1998;
Fennis et al. 2004). Contudo, outros autores ndo obtiveram resultadogésitssizom a
associacdo do PRP ao osso autdgeno (Aghaloo et al. 2002; Choi et al. 2088¢ssidade
de estudos usando protocolos padronizados para avaliar os reais efditgisds do PRP

tem sido enfatizada por Grageda et al. (2004) e Marx (2004).
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A escolha do modelo animal e do sitio cirdrgico adequados € fundampardaque as
avaliacdes obtidas sejam confidveis e possam mimetizarrrda feprodutivel, os possiveis
efeitos dos biomateriais em seres humanos (Hollinger & Kleinsit90). O coelho foi
selecionado como modelo experimental no presente estudo por ter elefigeméms do
sangue morfologicamengemelhantes ao dos humanos (Jain 1993) e por possibilitar a coleta
de um volume de sangue suficiente para o preparo de um PRRjayileoglu et al. 2004).
A calvéria foi selecionada por possuir varias similaridades aoragiao maxilo-facial e
apresentar baixa capacidade regenerdgivame 1980; Dahlin et al. 1991). Além disso, um
defeito de tamanho critico (DTC) foi realizado, confirmado pelagree limitada formacéo
0ssea observada no Grupo C no presente estudo (Tabela 1), para aevaiiacao da real
influéncia do biomaterial no reparo 6sseo (Hollinger & Kleinschmidt 1990).

A selecdo de uma técnica adequada para o preparo do PRP é um spetto ale
fundamental importancia para uma avaliacdo confidvel dos efeittes iematerial. Neste
trabalho, o PRP foi preparado segundo o protocolo do sistema PECS pirimeira versao
deste sistema, o PCCS, foi avaliada em estudos clinicosaiildt al. 2003; Raghoebar et
al. 2005), animais (Wiltfang et al. 2004, Thorwarth et al. 2005) e lal@iat@Weibrich et
al. 2005; Leitner et al. 2006). Esses estudos laboratoriais demamstopre o referido
sistema apresentou as caracteristicas ideais para o qreépaPRP, pois concentra as
plaguetas em niveis adequados, requer um volume reduzido de sanguea@@®iatizado

e nao danifica mecanicamente as plaquetas durante a ceg&dugassim como a primeira
versdo deste sistema, que foi recomendada por Marx (2004) por proporaroaar
concentracdo de plaquetas considerada terapéutica, o sister8dIPG@ilizado no presente
estudo manteve esta propriedade, como constatado pelo aumento constantsivelpto
namero de plaguetas nas amostras de PRP em relacdo as do sefégieo {Eig. 3). Esta

previsibilidade na concentracdo de plaquetas apresentada pealasRBCS M pode ser
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confirmada pela correlacdo estatisticamente significantevaloise entre a quantidade de
plaguetas nas amostras de sangue periférico e de PRP. Aléanpdegriedade, o sistema
PCCS II™ provavelmente também preservou a integridade da memblalaquetas
durante o processamento do PRP, o que é fundamental para que as seesetaxs fatores
de crescimento em um estado bioativo (Marx 2004), como indicado peldsades
favoraveis obtidos com a avaliagéovitro das propriedades mitogénicas do sobrenadante do
PRP no presente estudo (Fig. 4).

Um aumento significativo na neoformacdo éssea foi observado no GrupRPAR
relacdo ao Grupo OA, aos 30 dias poés-operatérios (Tabela 1). Estes adawbboram os
achados de estudos prévios, onde um aumento significativo na neoformagésobssete
pode ser constatado nos periodos iniciais do reparo 6sseo de DTC cnadonms de
mini-porcos (Wiltfang et al. 2004; Schlegel et al. 2004; Thorwartd.2005; Thorwarth et
al. 2006) e de defeitos 6sseos segmentares realizados em maraBbcéies (Gerard et al.
2006). A maior quantidade de novo osso observado no Grupo OA/PRP, aos 30 dias, dev
se, provavelmente, a um aumento na proliferacdo das células enslfeléchette et al.
2005), pré-osteoblastos (Gruber et al. 2006), osteoblastos (Choi et al. 200&;eDal.
2006) e osteoclastos (Gruber et al. 2002) no sitio da ferida devidooadacRRP. E
interessante ressaltar que este aumento do nimero de osteatdastosr contribuido para
uma maior biodisponibilidade das proteinas morfogenéticas Osseascrmamibiente da
ferida cirargica (Marx & Garg 1998).

No periodo tardio de avaliacéo, os Grupos OA e OA/PRP apresentaaatidgdes similares
de osso neoformado (Tabela 1), com fechamento 6sseo completo do dediegficaciem
todos os espécimes. Estes resultados corroboram os achados dedoraeshal recente
realizado por Gerard et al. (2006). De fato, era de se esperarjoaodaal de avaliacéo, o

fechamento 6sseo completo do defeito cirdrgico com o uso do enxeossaeutdogeno,
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considerado como “gold standard” para procedimentos de reconstrucdo Agmsar da
similaridade nos resultados finais do processo de reparo 6sseoupas GA e OA/PRP, é
importante ressaltar que o Grupo OA/PRP apresentou, j4 aos 30 digzepEi®rios, uma
guantidade de osso neoformado similar aquela observada no Grupo OA aos P@sdias
operatorios (Tabela 1). Isto significa que o uso do PRP acealggoacesso de reparo 6sseo

em aproximadamente duas vezes, corroborando os achados de MarX160&). Essa
evolucdo mais rapida no processo de reparo 6sseo do defeito cirdrgictaminben ser
observada na andlise qualitativa dos espécimes aos 90 dias pés-ogemguér evidenciou

um reparo 6sseo mais desenvolvido no Grupo OA/PRP, como observado pelo
restabelecimento quase completo das corticais e porgéo central madtdaragdia em alguns

espécimes.

Grageda et al. (2004) sugeriram que se avaliasse a correlg@ie a analise
histomorfométrica e o nimero de plaquetas no PRP. No presente estidonaeorrelacdo
foi constatada entre a quantidade de plaquetas nas amosBR® dea AON. Considerando
qgue o potencial regenerativo do PRP depende dos niveis dos fatores ideenotes@oder-
se-ia inferir que este resultado suporta os achados de Weibrigh €2002), que
demonstraram que tanto o niamero de plaguetas no PRP como no sangueopaéfter
podem confiavelmente predizer os niveis de fatores de crescimesofitantes no PRP. De
acordo com esses autores, o conhecimento dos niveis de fatoresiteetitesnas amostras
de PRP é necessério para assegurar um uso confidvel e reprodoZNIP para tratamento
clinico. Infelizmente, ndo ha um procedimento simples disponivel paraesktiteativas pré-
operatérias dos niveis de fatores de crescimento individuais em mostra de PRP.
Portanto, estudos adicionais sdo necessarios neste topico.

Dentro dos limites deste trabalho, pode-se concluir que o PRPoacelprocesso de reparo

do enxerto de osso autdgeno em defeitos de tamanho critico em calvaria de coelhos.
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Tabela

Tabela 1. Porcentagem média da Area de Osso Neoformado (AON) dentro da arelo

defeito cirurgicamente criado, com comparacao entre os grupo80 e 90 dia

poOs-operatorios.

Grupo n  Médias AON (%) 30 Desvios-Padrao n Médias AON (%) Desvios-Padréao

dias 30 dias 90 dias 90 dias
C 10 8,99 a + 2,62 10 5,31 a +1,69
OA 10 46,88 b + 14,15 10 75,00 cd +8,11
OA/PRP 9 64,44 c + 15,00 10 77,90d + 8,13

*Letras iguais indicam que ndo héa diferenca esied entre os grupos (p < 0,05).
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Figuras

I e X E i L i 3 A

Figural. Defeito de tamanho critico (15 mm de didmetro) e as rdaesacbes de

referéncia criados na calvaria.

Figura2. (A) Corte longitudinal ao longo da linha central (y) daCD{B) cortes

tranversais (x); (C) espécime histoldgico pronto para inclusdo em parafina
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- Sangue Periferico - PRP

0

Quantidade média de plaquetas por microlitro (pul) nasrasdst PRP e de

sangue periférico.

M Aiia-MEM + 10% SFB I Alfa-MEM
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SPRP (%)

Efeito da concentracdo do sPRP sobre a proliferacéo éostg@oblastos
MC3T3-E1 (72 horas). g < 0.05 em relacdo aos controles (Andlise de

Variancia; teste de Dunnett).
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Figura5.  Vistas panoramicas dos defeitos cirlrgicos mostrandonesfarmado. (A)
Grupo C - 30 dias; (B) Grupo C - 90 dias; (C) Grupo OA - 30 diasGiDpo
OA - 90 dias; (E) Grupo OA/PRP - 30 dias; (F) Grupo OA/PRI® dias.

Tricromico de Masson. Aumento original 25x.
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Figura6. Médias (%) e desvios-padrdo da AON para os Grupos C,GMRRP. 30 e

90 dias p6s-operatérios.
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Figura 7. Efeito da concentragdo do sPRP sobre a proliferacdo éasteoblastos
MC3T3-E1 (24 horas). f < 0.05 em relagdo aos controles (Analise de

Variancia; teste de Dunnett).

Figura 8. Cultura de pré-osteoblastos MC3T3-E1 (72 horas). (A) Alfa-MEM +1@k; S

(B) (A) Alfa-MEM + 10% SBF + 10% SPRP.
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Tabela 2. Teste de Correlagdo de Pearson para a quantidade de plaquefaesentes

nas amostras de sangue periférico e de Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Grupo Médias Desvio-Padréo n r=0,66
Plaquetas (Sangue Periférico) 327833 73608 19 pvalor =0,0021
Plaguetas (PRP) 1204028 369875 19

Tabela 3. Teste de Correlacdo de Pearson para a quantidade de plaquetaesentes

nas amostras de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e a Area de d{

Neoformado (AON)

Grupo Médias Desvio-Padrao n r=-0,245
Plaquetas (PRP) 1204028 369875 19 pvalor=0,3116

Area de Osso Neoformado 71,80 13,09 19
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Figura9. Esfregaco de amostra de sangue periférico (A) madstr@menor nimero de
plaguetas (setas) que o esfregaco de amostra de PRP (B). ®ahdtiento de

1000x.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
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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