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EXPRESSAO DOS FATORES DE CRESCIMENTO OBTIDOS DO PLASMA
RICO EM PLAQUETAS NO TRATAMENTO DE FRATURAS

EXPERIMENTAIS DO RADIO DE CAES

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a cicatrizacéo
Ossea de fraturas experimentais do radio de caes, tratadas ou ndo com o PRP
autégeno, por meio de estudos radiografico, densitométrico e histoldgico; bem
como avaliar a expressao dos fatores de crescimento do PRP. Foram utilizados
21 caes inicialmente agrupados de acordo com o tempo de colheita de biopsia:
aos sete dias (n=10) ou 60 dias (n=11) que foram alocados aleatoriamente em
dois grupos experimentais: o grupo controle (G-controle, n=11) e o grupo PRP
(G-PRP, n=10). Todos os animais foram submetidos a osteotomia e
osteossintese (fixador esquelético externo) do radio direito, gerando-se um
“‘gap” de 2,0mm, que foi preenchido ou ndo com PRP. Os estudos radiograficos
e densitométricos foram realizados no pés-operatério imediato e até 60 dias de
pos-operatorio. As avaliagbes histologicas e imunoistoquimicas foram
realizadas aos sete e 60 dias. Os dados encontrados foram tratados
estatisticamente (p<0,05). Houve diferengca significativa nas avaliagdes
radiograficas e densitométricas entre os grupos. A avaliagdo histolégica
evidenciou uma cicatrizacdo 6ssea mais avangada aos 60 dias no G-PRP e
unido ossea tardia no G-controle. Houve imunomarcacéo intensa do PDGF-B e
TGF-B no G-PRP aos sete e 60 dias de pos-operatorio. Conclui-se, que o PRP
pode ser utilizado como terapia adjuvante, pois promoveu melhor cicatrizagao
O0ssea em fraturas experimentais (“gap” de 2,0mm) do radio de caes tratadas
com fixador esquelético externo. Ainda houve maior expressao do PDGF-B e

TGF-B nos periodos, precoce e tardio, dos animais tratados com PRP.

Palavras-chave: Caes, fator transformador de crescimento beta,

imunoistoquimica, 0sso e 0ssos e plasma rico e plaquetas
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EXPRESSION OF GROWTH FACTORS OBTAINED FROM THE PLATELET-
RICH PLASMA IN THE TREATMENT OF EXPERIMENTAL FRACTURES IN

DOGS RADIO

SUMMARY - The present article aimed to assess bone healing of
experimental radial fractures, treated or not with autologous PRP, by means of
radiographic, densitometric and histological studies and evaluate the expression
of growth factors in PRP. Were used 21 dogs initially grouped according to the
time of biopsy collection: seven days (n = 10) or 60 days (n = 11) were
randomly assigned to two groups: the control group (G-control, n = 11) and the
PRP group (G-PRP, n = 10). All animals underwent osteotomy and fixation
(external skeletal fixation) of the right radius, generating a gap of 2.0 mm, which
was filled or not with PRP. Radiographic and densitometry studies were
performed in the immediate postoperative period and to 60 days after the surgery.
The histological and immunohistochemical evaluations were performed at
seven and 60 days. The data were treated statistically (p <0.05). There were
significant differences in densitometric and radiographic evaluations between
the groups. Histological evaluation showed a more advanced bone healing at
60 days in G-PRP and bone union late in the G-control. There was intense
expression of PDGF-B and TGF-f in G-PRP from seven to 60 days
postoperatively. It is concluded that the PRP can be used as adjuvant therapy,
because it provided better bone healing in experimental fractures (gap of 2.0
mm) radius of dogs treated with external skeletal fixation. Although there was a
higher expression of PDGF-B and TGF-B in periods, early and late, the animals
treated with PRP.

Key-works: Transforming growth factor beta, platelet rich plasma, dogs,

immunohistochemistry and bone and bones.
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I INTRODUGAO

Fraturas de radio e ulna representam aproximadamente 8,5% a 18% de
todas as fraturas em caes e gatos, sendo a regiao de diafise média e distal de
ambos 0s 0ssos as mais acometidas (HULSE; JOHNSON, 2002; BOUDRIEAU,
2007).

Os tecidos moles circunjacentes a fratura fornecem ao calo periosteal a
irrigacdo sanguinea extra-0ssea para a consolidagdo 6ssea inicial (HULSE;
JOHNSON, 2002). Fraturas em locais com escasso revestimento de tecido
muscular (radio-ulna, tibia-fibula), normalmente consolidam mais lentamente,
por ser limitado o aporte sanguineo (JACKSON; MILLIS, 2007). As técnicas
classicas de estabilizacdo e enxertias 6sseas, nem sempre fornecem
resultados satisfatérios, culminando em cicatrizacdo éssea tardia e ndo uniao
ossea (MASTROCINQUE et al., 2004; NORDSLETTEN, 2006; JACKSON;
MILLIS, 2007; WROTNIAK et al., 2007).

Além do correto método de fixagdo, materiais biolégicos como proteinas
o0sseas morfogenéticas, medula Ossea, células tronco, plasma rico em
plaquetas, entre outros, sdo utilizados com o intuito de acelerar o processo de
cicatrizacdo Ossea e minimizar complicacbes (OBARRIO et al.,, 2000;
HENDERSON et al.,, 2003; MARX, 2004; BOUDRIEAU, 2007; JACKSON;
MILLIS, 2007).

O plasma rico em plaquetas (PRP) consiste em uma concentragéo
autdloga de plaquetas em um pequeno volume de plasma, obtido a partir da
centrifugacdo de sangue total e rico em fatores de crescimento (FC) liberados
por elas. Ainda, estdo presentes proteinas osteocondutoras (fibrina,
fibronectina e vitronectina), que também servem de matriz para migragao
celular, favorecendo a osteoconducdo, a epitelizacdo e a osteointegracao
(OBARRIO et al., 2000; HENDERSON et al., 2003; MARX, 2004). Para ser
eficiente o PRP obtido deve ter, no minimo, um incremento de 338% no valor

basal da contagem de plaquetas (MARX et al., 1998).
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O PRP aumenta, no foco das lesdes, principalmente a concentracéo de
fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs — AA, BB, AB), fator de
crescimento transformador B (TGF- 31 e (32), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF), que estdo contidos
nos granulos a das plaquetas (MARX, 2001; SANCHEZ et al., 2003;
MASTROCINQUE et al., 2004; WILSON et al., 2006; SILVA et al., 2007;
WROTNIAK et al., 2007). A presenca de PDGFs e TGF- 3 foi demonstrada no
PRP autdbgeno humano por meio da imunomarcagdo empregando-se
anticorpos monoclonais. No mesmo estudo, células osteoprogenitoras e
células-tronco da medula 6ssea obtidas em enxerto esponjoso com porgéo
medular foram marcadas com anticorpos de receptores de membrana para
PDGFs e TGF- B, confirmando assim, serem fatores que possuem acgao direta
na reparagao do tecido 6sseo (MARX et al., 1998).

As plaquetas atuam no processo de hemostasia, cicatrizagéo de feridas
e re-epitelizacdo. Os FC por elas liberados estimulam a angiogénese,
promovendo crescimento vascular e proliferacdo de fibroblastos,
proporcionando aumento na sintese de colageno. Estudos comparativos
demonstraram que a utilizacdo do PRP, associado ou ndo a outros tipos de
enxerto, abrevia o tempo requerido para cicatrizacdo 6ssea (SANCHEZ et al.,
2003; MARX, 2004; GERARD et al., 2006; WILSON et al., 2006; WROTNIAK et
al., 2007).

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
cicatrizacdo 6ssea de fraturas experimentais do radio de caes, tratadas ou nao
com o PRP autégeno, por meio de estudos radiografico, densitométrico,
histolégico e imunoistoquimico por meio da imunomarcagado dos fatores de
crescimento contidos no PRP (PDGF-B e TGF-B).
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Il REVISAO DA LITERATURA

Il.I Tecido 6sseo

O osso é um tecido metabolicamente ativo que sofre um continuo
processo de renovacao e remodelacdo, modificando sua estrutura em resposta
aos estresses internos e externos e também dotados de habilidade
regenerativa e adaptativa (PARALKAR et al., 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004; MASTROCINQUE et al., 2004).

O osso contém material organico (30%) que inclui células osteogénicas
e a matriz organica, e material mineral (70%) que consiste de calcio e fosforo
em forma de cristais de hidroxiapatita que associada ao colageno responde
pela dureza e resisténcia do osso (HERRON, 1996; REMEDIOS, 1999;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Sua atividade € resultado da agéo de trés
tipos de células: os osteoblastos, os osteécitos e os osteoclastos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoblastos s&o células cubdides, geralmente encontrados em
forma de folhetos, com espessura unicelular, que secretam matriz é6ssea nao
mineralizada ao longo da superficie 6ssea (REMEDIOS, 1999; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

Os ostedcitos sdo células fusiformes resultantes do aprisionamento de
osteoblastos na matriz éssea recém produzida, sendo abrigados em lacunas
individuais e responsaveis pela manutencdo da matriz (HERRON, 1996;
REMEDIOS, 1999; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos séo células moveis, gigantes, extensamente ramificadas
e geralmente multinucleadas, muito proximas uma das outras formando
camadas até préximo a superficie 6ssea. Participam da remodelagéo éssea por
meio de reabsorcdo (HERRON, 1996; REMEDIOS, 1999; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).
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I.Il Cicatrizagao 6ssea

O processo de reparagao de um osso fraturado depende de um
suprimento sanguineo adequado, da quimiotaxia de células inflamatdrias para
a fratura e do fenébmeno de remodelagem éssea (HULSE; JOHNSON, 2002).

No momento da fratura os componentes do sistema vascular aferente
normal (artéria nutriente, artérias metafisaria e periosteal) ganham reforco de
um suprimento temporario derivado dos tecidos moles adjacentes e
denominado de suprimento sanguineo extra-6sseo de consolidagéo, sendo
fundamental no suprimento sanguineo nas fases iniciais de cicatrizagao
(HULSE; JOHNSON, 2002; HULSE; HYMAN, 2007).

A capacidade de revascularizacao eficiente é diretamente influenciada
pela estabilidade no foco da fratura (REMEDIOS, 1999; HULSE; JOHNSON,
2002), de modo que, o método de fixagdo empregado neutralize as forgas que
agem na fratura (rotacdo, compressao, cisalhamento, distracdo e angulagao)
(PIERMATTEI; FLO, 1999; HULSE; JOHNSON, 2002; HULSE; HYMAN, 2007).

O unico tecido que pode sobreviver precocemente no foco de fratura € o
tecido de granulagdo. Com o avango do processo de cicatrizagdo ocorre
reabsorcdo osteoclastica das extremidades do fragmento, aumentando a
largura da lacuna e em seguida o tecido de granulagao se torna gradualmente
mais fibroso (HULSE; JOHNSON, 2002; HULSE; HYMAN, 2007). Se a lacuna
de fratura for demasiadamente ampla, se a irrigagdo vascular estiver
prejudicada ou se a deformagao interfragmentar ndo permite a sobrevivéncia

do tecido 6sseo, ocorre consolidacao éssea indireta (HULSE; HYMAN, 2007).

O osso se consolida quando o tecido 6sseo é formado através da
substituicdo do tecido fibroso ou cartilagem. Esse processo ocorre quando a
deformagao interfragmentar, a irrigacdo sanguinea comprometida ou a largura
da lacuna da fratura ndo permitem a formagao direta do osso lamelar. Os

tecidos que podem sobreviver no foco de fratura sdo depositados até que haja
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condigdes bioldgicas para sobrevivéncia das células 6sseas (HULSE; HYMAN,
2007).

A unido o6ssea pode ocorrer por consolidagao direta (reconstrugao
osteonal) e consolidagao indireta (formagao de calo intermediario). A eficacia
do implante, quanto a estabilidade, juntamente com o ambiente biolégico na
superficie fraturada, determinardo se ira ocorrer unido 6ssea direta ou indireta
(PIERMATTEI; FLO, 1999; HULSE; HYMAN, 2007).

A consolidacdo Ossea indireta pode ser dividida em trés fases
sequenciais: inflamatéria, reparacédo (calo mole e calo duro) e remodelagéo
(PIERMATTEI; FLO, 1999; HULSE; HYMAN, 2007).

A fase inflamatéria inicia-se imediatamente apdés a fratura de forma
aguda, envolvendo tecidos moles e periosteo que circundam o o0sso lesado, e
persiste até o inicio da formagao de tecido fibroso ou cartilaginoso. A formacao
do hematoma no foco da fratura proporciona a presenca de plaquetas que
liberam fatores de crescimento quimiotaxicos para macréfagos e fibroblastos, e
servem de sustentagao para formagao do tecido de granulacdo (REMEDIOS,
1999, MEDEIROS JUNIOR et al., 2004; HULSE; HYMAN, 2007; PAGLIOSA;
ALVES, 2007).

Na fase de reparagcdo ocorre angiogénese e liberacdo de fatores de
crescimento pelas células endoteliais. Células mesenquimais indiferenciadas,
fibroblastos e macréfagos iniciam a formagao do calo periosteal. (REMEDIOS,
1999; MILLIS, 1999; PIERMATTEI; FLO, 1999;). O tecido de granulagdo marca
o inicio do estagio de calo mole que pode evoluir para tecido fibroso ou
fibrocartilaginoso, dependendo das condicdes ambientais locais. O tecido
fibroso se forma na periferia externa do calo onde a irrigagdo sanguinea é
abundante, ja no centro do calo onde o suprimento sanguineo € limitado forma-
se fibrocartilagem. Ambos os tecidos do calo mole tém propriedades mecanicas
suficientes para fazer a ponte na fratura, mas nao para diminuir a deformidade
local que conduza a sobrevivéncia dos osteoblastos (HULSE; HYMAN, 2007).

E importante que as forcas de tensdo no foco de fratura ndo excedam a
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tolerancia do tecido de granulagdo e resulte em laceragdo dos vasos

sanguineos que tentam cruzar a lacuna da fratura (JACKSON; MILLIS, 2007).

A mineralizacdo da matriz fibrocartilaginosa progride das extremidades
para o centro marcando o inicio do calo duro. A rigidez da estrutura garante a
reducdo da deformidade, manuteng¢ao de vascularizagao e inicio da formacao
ossea. O tecido fibroso mineralizado e fibrocartilagem sdo gradativamente
substituidos para formar osso esponjoso que tem rigidez suficiente para
permitir o retorno a fungdo do membro quando da unido completa
(PIERMATTEI; FLO, 1999; HULSE; HYMAN, 2007).

O processo de remodelagdo inicia quando a fratura ja tem um calo em
ponte, ocorre substituicdo de 0sso esponjoso por osso lamelar até obtencao de
0sso cortical com contorno e didmetros restaurados (PIERMATTEI; FLO, 1999;
REMEDIOS, 1999).

Il Unioes tardias, ndo unides 0sseas e mas unioes

A violagdo dos principios da cirurgia ortopédica, falha em processos
bioldégicos do paciente e infecgdes sao fatores que influenciam nas etapas do
reparo 6sseo (PIERMATTEI & FLO, 1999; SCHMAEDECKE et al., 2003;
JACKSON; PACCHIANA, 2004).

A unido tardia é quando uma fratura tem sua consolidagdo 6ssea em
tempo superior a esperada em comparag¢ao a outras semelhantes com técnicas
de fixacao similares. A ndo unido éssea ocorre quando aparentemente cessou
a progressao da cicatrizagdo e € improvavel que a mesma progrida sem
intervencdo. Uma fratura com ma unido é aquela que consolidou fora da sua
posi¢ao anatémica (PIERMATTEI; FLO, 1999; JACKSON; MILLIS, 2007).

A ocorréncia da unido tardia e consequentemente da ndo unidao ossea
tem sido associada a fatores fisicos como instabilidade, comprometimento

vascular, grandes lacunas no foco de fratura, interposicdo de tecidos moles,
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infeccdo e o uso inadequado de implantes ortopédicos (PIERMATTEI; FLO,
1999; JACKSON; MILLIS, 2007).

Os tecidos moles circunjacentes a fratura fornecem ao calo periosteal a
irrigacdo sanguinea extra-0ssea para a consolidagdao 6ssea inicial (HULSE;
JOHNSON, 2002). Fraturas em locais com escasso revestimento de tecido
muscular (radio-ulna, tibia-fibula), normalmente consolidam mais lentamente,
por ser limitado o aporte disponivel de vasos para o processo de consolidagao
(JACKSON; MILLIS, 2007). Infeccbes nos locais da fratura retardam o
processo de consolidacdo, ao promover isquemia e necrose dos tecidos,
aumentando a lacuna no foco de fratura (JACKSON; PACCHIANA, 2004;
JACKSON; MILLIS, 2007).

Uma fratura com unido tardia pode possuir evidencia de varios estagios
de ossificagdo intramembranosa e endocondral, incluindo tecido fibroso,
cartilagem, cartilagem calcificada e matriz 6ssea mineralizada no foco da
fratura. O calo esta presente nas superficies periosteal e endosteal, com
remodelamento intracortical. Numa nao unido éssea viavel a evidéncia de
atividade osteogénica pode estar presente nos bordos, mas nenhum
suprimento vascular & observado cruzando a lacuna da fratura (JACKSON;
MILLIS, 2007).

I.IV Fixagao esquelética externa

A fixagdo esquelética externa é utilizada para a estabilizagao de fraturas
por meio de pinos percutaneamente transfixados, mantidos unidos por uma
estrutura externa rigida. Uma vantagem exclusiva do fixador em ralagao as
placas ou pinos € a possibilidade de ajustes apos a cirurgia (PIERMATTEI,
FLO, 1999; MARCELLIN-LITTLE, 2007).

Deve ser colocado o maior numero possivel de pinos por fragmento
sendo dois o minino aceitavel. Pinos rosqueados podem ser colocados sem
angulacdo ao osso facilitando a colocagdo de mais pinos por fragmento,

entretanto sdo mais sujeitos a quebra na transicdo entre a porcéo lisa e
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rosqueada (perfil negativo) (HULSE; JOHNSON, 2002; MARCELLIN-LITTLE,
2007). Pinos mais curtos e de didmetro maiores sdo mais rigidos. O diametro
recomendado é de 20 a 30% do didmetro 6sseo (PIERMATTEI; FLO, 1999;
MARCELLIN-LITTLE, 2007).

I.V Fatores de crescimento 6sseo

Fatores de crescimento (FC) sao polipeptideos especificos, presentes no
plasma e em alguns tecidos, que regulam a diferenciacdo e a proliferacéo
celulares e, portanto, a regeneragao e cicatrizagado dos tecidos (WILTFANG et
al., 2004).

Os osteoblastos produzem muitos desses FC que podem ter acéo
paracrina ou autocrina (MARX, 2004; JACKSON; MILLIS, 2007).
Desempenham sua fungdo em concentragbes muito baixas nos liquidos
corporais, da ordem de picogramas; seu estimulo é transmitido via receptores
de superficie de membrana, que ativam proteinas reguladoras no citoplasma,
gerando respostas por meio da inducdo da expresséo de genes (SANCHEZ et
al., 2003; MARX, 2004).

Os FC que atuam no tecido ésseo podem ser de origem local ou
sistémica. Os FC locais sao secretados por células 6sseas e difundem-se no
meio extracelular ou sdo armazenados na matriz calcificada, sendo recrutados,
respectivamente, de forma imediata ou tardia em casos de injuria tissular
(MILLIS, 1999). Os FC locais e sistémicos atuam nas fases de inflamacéo,
reparo € remodelamento, durante a cicatrizagdo Ossea, exercendo fungdes
importantes que variam de acordo com cada fator de crescimento (MILLIS,
1999).

I.V.l Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
Os fatores derivados de plaquetas sao sintetizados por essas células e
estocados em granulos, sendo também produzidos por macréfagos, células

endoteliais, fibroblastos e células musculares. Possuem potente atividade
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mitogénica para células mesenquimais incluindo fibroblastos e osteoblastos e
estimulam a expressdo de TGF [ proveniente de macrofagos, além de
angiogénese e quimiotaxia para macréfagos e fibroblastos (MARX et al., 1998;
REMEDIOS, 1999; MILLIS, 1999; MASTROCINQUE et al., 2004).

O PDGF é um polipeptideo dimérico, produto de dois genes, o PDGF A
e o B. Existem, portanto trés formas de PDGF: AA, BB e AB. Em geral o PDGF
BB é mais mitogénico que o PDGF AB e este por sua vez, tém essa agao mais
marcada que o PDGF AA. As plaquetas e o soro sao ricos em PDGF AB e BB,
enquanto os tecidos periféricos (esqueléticos e ndo esqueléticos) contém
principalmente PDGF AA (CANALIS, 1991; RUTKOWSKI, et al. 2008).

O PDGF é o primeiro fator de crescimento presente em um ferimento.
Inicia o processo de cura, incluindo o reparo 6sseo emergindo da degranulagao
das plaquetas quando ocorre uma injuria tecidual (MARX et al., 1998; GARG,
1999).

IL.V.II. Fator de crescimento transformador beta (TGF- 8)

Os TGF B sao peptideos sintetizados por muitos tecidos, sendo
considerada uma super familia de fatores de crescimento e diferenciacao
(CANALIS, 1991).

E um fator de crescimento multifuncional que demonstra ser um
mediador normal da fisiologia celular e embriogénese dos tecidos. A maior
quantidade de TGF- B no organismo estd presente na matriz dssea
extracelular, e o segundo encontra-se nas plaquetas (MILLIS, 1999;
MARTINEZ; WALKER, 1999; RUTKOWSKI, et al. 2008).

O TGF- B participa dos processos inflamatérios e de reparacgao.
Apresenta efeito mitogénico para fibroblastos e € um potente estimulador de
colageno, fibronectina e produgao de proteoglicanos pelos fibroblastos. Séo
importantes no recrutamento de células mesenquimais indiferenciadas para
formacgao de calo ésseo (MILLIS, 1999). Ele tem grande espectro de agéao de
atividades celulares, incluindo controle da proliferacdo e da atividade

metabodlica de células precursoras mesenquimais oOsseas tais como:
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condrocitos, osteoblastos e osteoclastos, assim como potente acéo
quimiotaxica para macrofagos (MARTINEZ; WALKER, 1999).

I.VI Plasma rico em plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas € uma concentragdo autologa de plaquetas
em um pequeno volume de plasma, obtido a partir da centrifugagéo de sangue
total, com a consequente presenca de fatores de crescimento (FC) liberados
por estas plaquetas, além de proteinas osteocondutoras (fibrina, fibronectina e
vitronectina), que também servem de matriz para migragdo celular,
favorecendo osteocondugéao, epitelizagdo e osteointegracdo (OBARRIO et al.,
2000; HENDERSON et al., 2003; MARX, 2004). Por ser autégeno, impede a
transmissdao de doengas infecto-contagiosas e reagdes imunoldgicas
(OBARRIO et al, 2000). Para ser eficiente o PRP deve promover um
incremento de, no minimo, 338% no valor basal da contagem de plaquetas
(MARX et al., 1998).

O PRP aumenta principalmente a concentracdo de fatores de
crescimento derivados de plaquetas (PDGFs — AA, BB, AB), fator de
crescimento transformador B (TGF- 31 e (32), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF), que estdo contidos
nos granulos a das plaquetas (MARX, 2001; SANCHEZ et al., 2003;
MASTROCINQUE et al., 2004; WILSON et al., 2006; SILVA et al., 2007;
WROTNIAK et al., 2007). A presenca de PDGFs e TGF- 3 foi demonstrada por
meio da imunomarcagao empregando-se anticorpos monoclonais, que também
indicaram a presenca de receptores para estes fatores nas células
osteoprogenitoras e nas células-tronco da medula déssea; sendo assim, s&o
fatores que possuem acéao direta na reparagéo do tecido ésseo (MARX, et al.,
1998; MARX, 2001).

Inimeros estudos em odontologia foram conduzidos empregando-se o
PRP, principalmente em pequenos enxertos 0sseos na regido alveolar para

futuros implantes dentarios e em cirurgias periodontais e maxilo-faciais
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(THORN et al.,, 2004; GERARD et al., 2006; VENDRAMIN et al., 2006;
SCHWARTZ-ARAD et al., 2007).

Estudos comparativos vém demonstrando que a utilizagdo do PRP
associados ou ndo, a outros tipos de enxerto, abrevia o tempo requerido para
cicatrizagdo 0ssea (SANCHEZ et al., 2003; GERARD et al, 2006; WILSON et
al., 2006). Rutkowski et al. (2007) demonstraram que o uso do PRP apds
extracdo dentaria promoveu intensa redugdo de osteite alveolar, entretanto
segundo Vasconcelos Gurgel et al. (2007) o PRP n&o apresentou efeito
adicional em pesquisa realizada com implantes dentarios em caes. Silva et al.
(2007) ao utilizarem o PRP associado a hidroxiapatita ndo observaram
diferenga entre grupos nas avaliagdes radiograficas e densitométricas.

As plaquetas atuam no processo de hemostasia, cicatrizacdo de feridas
e re-epitalizagdo. Os FC por elas liberados estimulam a angiogénese,
promovendo crescimento vascular e proliferacdo de fibroblastos,
proporcionando aumento na sintese de colageno. Essas propriedades das
plaquetas tornam o PRP um produto com grande potencial de melhorar a
integracdo de enxertos, sejam eles Osseos, cutaneos, cartilaginosos ou
gordurosos (MARX, 2004; WROTNIAK et al.,, 2007). Estudos in vitro
demonstraram a acdo do PRP na proliferagdo de osteoblastos humanos
(FERREIRA et al., 2005; MARKOPOULOU et al., 2009).

As plaquetas apresentam a desvantagem de ter uma vida média curta
no enxerto, considerando-se o tempo que ja permaneceram no sistema
vascular. Elas se fragmentam totalmente em torno de 3 a 5 dias, e a atividade
de seus fatores se extinguem entre 7 a 10 dias (SCARSO FILHO et al., 2001;
MARX, 2004).

O PRP pode ser obtido através de diferentes protocolos necessitando de
equipamentos com altos custos (OBARRIO et al., 2000; MARX, 2004), como
também por técnicas relativamente simples e de custo mais baixo como a
centrifuga laboratorial comum (PAGLIOSA; ALVES, 2007; RUTKOWSKI, et al.

2008). O sangue a ser utilizado deve ser colhido em tubos contendo
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preferencialmente, citrato de soédio como anticoagulante (CAMARGO et al.,
2002; BRAGA-SILVA et al., 2006).

A manipulagao do sangue durante a centrifugacao deve ser realizada de
forma cuidadosa e asséptica, e processada em rotacdo adequada para
assegurar a separagado das ceélulas plaquetarias das demais presentes no
sangue, e também para evitar ruptura ou danos a sua membrana. A
centrifugacao pode ser realizada de maneira Unica ou repetida em duas etapas
(PAGLIOSA; ALVES, 2007).

Ha varios autores que utilizaram unica centrifugagéo variando entre eles
0 numero de rotagbdes por minuto (rpm) e o tempo de centrifugagdo. Camargo
et al. (2002) utilizaram 5600rpm por seis minutos. Marchesano (2005) utilizou
1400rpm por 10 minutos. Braga-Silva et al. (2006) utilizaram uma velocidade de
160G durante 8 minutos. Wilson et al. (2006) centrifugou o sangue a 1800rpm
por 15 minutos.

Ha também autores que utilizaram duas centrifugagdes sequenciais com
resultados igualmente positivos. Dias et al. (2002) utilizaram na primeira
centrifugagdo uma velocidade de 160G por 20 minutos e na segunda 400G por
15 minutos. Oyama et al. (2004) centrifugaram a 160G por 20 minutos e o
plasma sobrenadante resultante, juntamente com 6 mm da fracdo vermelha, foi
centrifugado a 400G por 15 minutos. Silva et al. (2007) utilizou 1000rpm (ou
90G) por 10 minutos e realizou uma segunda centrifugagédo a 1500rpm por 10
minutos.

ApOs a extracdo do PRP, com o auxilio de uma pipeta, deve-se adicionar
o gluconato ou cloreto de célcio 10% para induzir coagulagéo, formagéo de um
gel e promover ativacdo das plaquetas. Uma vez coagulado esta pronto para
seu uso. Sua consisténcia gelatinosa e adesiva facilita o manejo cirurgico dos
enxertos 6sseos (MARCHESANO, 2005; BRAGA-SILVA et al., 2006; WILSON
et al.,, 2006; PAGLIOSA; ALVES, 2007), porém passado trés horas da
centrifugagdo apenas o PDGF mantém sua concentracdo e o TGF-beta
decresce consideravelmente (RUTKOWSKI, et al. 2008).
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ILVII Diagnéstico por imagem como método de acompanhamento da

cicatrizagcao 6ssea

A avaliagao radiografica periddica € muito importante para determinar a
taxa de reducao da fratura, a situagao do reparo ou fixagdo e a evolugaéo do
restabelecimento da lesdo, mostrando se o processo esta normal, retardado, se
ha ma unido ou ndo unido dos fragmentos (HULSE; JOHNSON, 2002;
MEDEIROS JUNIOR et al., 2004).

A Densitometria Optica Radiografica € um método de analise para
quantificacdo da matéria mineral Ossea através de radiografias com a
colocagcédo de uma escada de aluminio. Estas radiografias sdo digitalizadas e
analisadas por meio de um software de andlise de imagens (Imaged®) e
compara as tonalidades de cinza da escala com a regido O0ssea analisada,
obtendo-se valores em milimetros de aluminio (mmAl) (LOUZADA et al., 2001;
MACHADO et al., 2005; ROBSON et al., 2006; SILVA et al., 2007).

A densitometria radiografica € um método que nos fornece valores
numeéricos sem a subjetividade do radiologista, mas a radiologia simples ainda
€ considerada o exame por imagem mais utilizado na rotina clinica em
Medicina Veterinaria (LOUZADA et al., 2001).

IL.VIII Histologia e imunoistoquimica como métodos de acompanhamento

da cicatrizagao 6ssea

A histopatologia tem sido utilizada para quantificagdo celular nos
enxertos além de qualificar a estrutura tecidual e angiogénese precoces uma
vez que os achados radiograficos e densitométricos demonstram de forma
indireta a cicatrizagéo, além disso sdo métodos cujos achados demoram a ser
visualizados (MARX et al., 1998; WILSON et al., 2006; GERARD et al., 2007;
SILVA et al., 2009).
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Devido a meia vida curta dos FC no foco de fratura a avaliacédo invasiva
por meio da histologia e imuno-histoquimica é mais indicada para identificacéo
dos mesmos (GERARD et al., 2006).

Apesar das plaquetas se fragmentarem totalmente em torno de 3 a 5
dias, e a atividade de seus fatores se extingue entre 7 a 10 dias (SCARSO
FILHO et al., 2001), mas a presenga de PDGFs e TGF- B foi demonstrada por
meio da imunomarcagcao com anticorpos monoclonais, que também indicaram
a presencga de receptores para estes fatores nas células osteoprogenitoras e
nas células-tronco da medula éssea, até o trigésimo dia de pds-operatorio
(MARX et al., 1998).
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Il MATERIAL E METODO

O estudo foi conduzido nas dependéncias do Curso de Medicina
Veterinaria da Faculdade de Odontologia da UNESP Campus de Aracgatuba. As
cirurgias se realizaram no Laboratério Experimental de Disciplinas Aplicadas, a
elaboracdo do PRP no Laboratério de Patologia Clinica e as analises
histolégicas e imunoistoquimicas no Laboratério Experimental de Histologia e
Oncologia. O referido trabalho foi analisado e aprovado pela Comisséo de Etica
em Experimentagcdo Animal seguindo as recomendagdes do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) sob o protocolo 2007-008690 (Apéndice
A).

lll.I Animais

Para o presente estudo, foram utilizados 21 céaes, entre machos e
fémeas, sem raca definida, com peso variando entre quatro e seis quilos e
idade aproximada de adultos jovens. Os animais foram mantidos em canil
localizado nas dependéncias do Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de
Oliveira” do Curso de Medicina Veterinaria da Unesp — Campus de Aracatuba,
sob condigdes higiénico-sanitarias adequadas, principalmente no se refere ao
controle de ectoparasitas.

Os animais eram provenientes dos Centros de Controle de Zoonoses
das cidades de Lengois Paulista (SP) e Aragatuba (SP). Todos os caes foram
submetidos a exame fisico geral e exames de triagem (sorologia para
leishmaniose, hemograma completo e contagem total de plaquetas) para
exclusdo de doengas concomitantes. Somente incluiram-se no estudo os
animais negativos na sorologia e aqueles em condi¢des clinicas satisfatorias
com base nos resultados dos exames fisico geral e laboratorial. Previamente
ao inicio da execucgao dos procedimentos aqui propostos, 0s animais passaram

por um periodo de 15 dias de adaptacao junto aos canis da instituigéo.
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Os cées selecionados para o experimento foram vermifugados,
vacinados' e castrados. Os animais eram alimentados com ragéo seca® duas
vezes ao dia e agua a vontade; o local era higienizado diariamente com
desinfetantes, com o intuito de promover um local adequado a permanéncia
dos animais e que fatores ambientais, como proliferacdo de contaminantes,
pudessem ser controlados. Como a regido aonde foi conduzido os
experimentos trata-se de uma regidao endémica para a Leishmaniose Visceral
Canina, empregou-se como métodos de prevengao o uso de repelente tépico a
base de citronela que era pulverizado diariamente sobre o corpo dos animais e
ainda, o uso de coleira repelente®, que era trocada a cada quatro meses,
conforme recomendacgdes do fabricante. Para a prevencao de infestagcao por

ectoparasitas, utilizou-se Fipronil* a cada 30 dias.

ll.Il Grupos experimentais

Os céaes foram inicialmente distribuidos de forma aleatdria em dois
grupos experimentais de acordo com o tempo em que seriam realizadas as
biopsias 6sseas para os estudos, histoquimico e imunoistoquimico. Desta
forma, 11 animais foram avaliados durante 60 dias até a colheita do fragmento
0sseo, denominado grupo de bidpsia longa (GBL), enquanto os demais (n=10)
foram submetidos a biopsia aos sete dias de pds-operatorio, sendo

denominados como grupo de bidpsia curta (GBC).

Dos cées que sofreram a biopsia aos 60 dias (GBL), seis fizeram parte
do grupo controle (G-controle) e cinco do grupo tratado com plasma rico em
plaquetas (G-PRP). Os animais submetidos as biopsias aos sete dias (GBC)
alocaram-se cinco cades em cada grupo (G-controle e G-PRP). A Figura 1

ilustra esquematicamente a divisdo dos animais entre os grupos.

' Vacina V8® Merial

? Racdo de Vegetais - Special Dog®

3 Coleira repelente - Scalibor®- Intervet
* Fipronil - Top Line®- Merial
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GRUPO CONTROLE GRUPO BRUPO CONTROLE GRUPO
(sem PRP) PRP (sem PRP) PRP
5 CAES _ 6 CAES
§ CAES 5 CAES

FIGURA 1- Representagdo esquematica da distribuigdo dos animais entre os grupos experimentais.

lIL.III Procedimentos Anestésicos

Os caes foram submetidos a jejum hidrico e alimentar de duas e 12
horas, respectivamente. Como medicagao pré-anestésica utilizou-se Cloridrato
de Morfina® (0,5mg/Kg) e Midazolan® (0,2mg/Kg) por via intramuscular; seguida
da inducdo anestésica intravenosa com Propofol’ (4mg/Kg, dose resposta)
associado ao Midazolan® (0,2mg/Kg), e foram mantidos sob anestesia geral
inalatoria com Isofluorano® em circuito semifechado com vaporizagao inicial de
3V%, que variou ao longo do procedimento de acordo com o requerimento
anestésico individual. Ato continuo, foi realizado bloqueio do plexo braquial (o
volume total foi baseado na dose de Cloridrato de Lidocaina® 7mg/Kg e dividido
na propor¢ao 1:1 com Cloridrato de Bupivacal'nam, ambas com vasoconstritor
(TRANQUILLI et al., 2007). Concomitantemente, foi administrado o antibiético
Cefalotina'’ na dose de 30mg/Kg por via intravenosa, no momento da inducéo

anestésica, visando a profilaxia da infeccdo. Durante todos os procedimentos

5 Cloridrato de Morfina - Dimorf® 10mg/mL-Cristalia

6 Midazolan - Dormire® 5mg/mL - Cristalia

’ Propofol — Propovan® 10mg/mL - Cristalia

® Isofluorano - Isororine® 240mL - Cristalia

? Cloridrato de Lidocaina - Xylestesin® 2% - Cristalia
"°Cloridrato de Bupivacaina - Neocaina® 0,5% - Cristalia
!'Cefalotina sodica — Keflin® 1g —abl-antibiotios
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cirargicos, os parametros dos animais foram acompanhados por um membro

da equipe cirurgica.

ll.IV Preparo do PRP em laboratoério

Depois de decorridos 15 minutos da medicacado pré-anestésica, houve
colheita asséptica de 8,0 mL de sangue por venopungao da jugular em tubo
estéril contendo 2,0 mL de citrato de sddio como anticoagulante, para o
preparo do PRP autégeno. Foi utilizado um protocolo de dupla centrifugagéo
modificado segundo Dias et al. (2002) e Oyama et al. (2004). Separou-se uma
aliquota do sangue para a contagem total de plaquetas basal, submetendo o
restante a primeira centrifugacdo (160 G/20 minutos). Em seguida, todo o
sobrenadante juntamente com a capa leucocitaria e mais dois milimetros de
hemacias foram transferidos para outro tubo para realizagdo da segunda
centrifugagédo (400 G/15 minutos), obtendo-se um volume final de 1,0 mL de
PRP. Ao final do processamento uma nova contagem manual de plaquetas foi
realizada para confirmagao de um incremento minimo de 338% do valor basal.
No momento de utilizagdo, o PRP foi adicionado a cloreto de calcio 10%
(25uL/0,5mL de PRP) para gelificagéo e ativagcdo do mesmo, em banho Maria,

que ficou pronto para uso no trans-operatoério (Figura 2).

12 Centrifuga - Centrifuge 5810 R - Eppendorf
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FIGURA 2- Imagem ilustrativa do preparo do PRP em laboratorio até sua utilizagdo no centro cirurgico.
(a). Sedimentacdo obtida apés a primeira centrifugagdo. (b). Separagdo do plasma sobrenadante
juntamente com a capa leucocitaria e dois milimetros de hemacias para segunda centrifugagdo. (c).
Sedimentagéo apds a segunda centrifugagdo, com visualizagdo do PRP ao fundo do tubo. (d). Retirada
do PRP do tubo tipo “eppendorf’ apoés a adigéo do cloreto de calcio com sua consequente gelificagdo (e).
PRP pronto para uso no trans-operatério. Legenda: PRP= Plasma Rico em Plaquetas.

lll.V Procedimentos cirurgicos

O preparo do paciente para a cirurgia ocorreu de maneira rotineira, com
tricotomia e antissepsia de todo membro toracico direito empregando-se alcool
iodado e iodo povidine com o auxilio de gaze. Com o animal posicionado em
decubito dorsal sobre a calha, iniciou-se abordagem cirurgica do radio por
acesso medial, segundo Piermattei e Flo (1999) até visualizacdo da diafise

Ossea para entao, realizacdo da osteotomia total do radio.
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A fratura foi realizada empregando-se inicialmente disco diamantado e
em seguida houve um desgaste do osso com o auxilio de broca odontolégica'™
acoplados a caneta de baixa rotacéo'®, gerando-se um “gap” de fratura de 2,0
mm, que foi preenchido no grupo G-PRP com o gel de plasma rico em
plaquetas. A osteotomia criou uma linha de fratura completa e transversal em
terco médio do radio direito dos caes, cuja estabilizagéo foi feita com fixador
externo uniplanar bilateral por meio de pinos de 1,5mm'. Nos animais do

grupo controle ndo houve o preenchimento do “gap” de fratura com PRP.

A aplicacdo do fixador externo uniplanar bilateral foi realizada com o
auxilio de furadeira'” para a passagem de quatro pinos lisos (dois no fragmento
distal e dois no proximal). Inicialmente passaram-se os pinos distantes ao foco
de fratura que foram colocados paralelos um em relagao ao outro (para facilitar
a manutencdo do eixo 6sseo) e os demais pinos (n=2) proximos a linha de
fratura foram inclinados, para promover menor estresse na interface pino o0sso.
Durante todo o procedimento de osteotomia e passagem dos pinos, o campo
operatorio foi irrigado com solucgao fisioldgica estéril pelo auxiliar a fim de se

evitar o aquecimento do osso pela perfuracao.

Quando o fixador estava montado o cirurgido retirava-se da sala e era
entdo realizado o sorteio por um dos membros da equipe para utilizagdo ou nao
do PRP, constituindo-se, assim, um estudo “cego”. A sintese dos planos
cirlirgicos ocorreu rotineiramente, utilizando-se fio Poliglactina 910'® para
musculatura e subcutaneo e Nailon'® para pele. O primeiro curativo foi
realizado imediatamente apds a cirurgia, sob condi¢cbes estéreis. A Figura 3

ilustra o procedimento cirurgico descrito.

' Disco Diama. Flex. Dupla face s/ haste® - Microdont

" Broca N 702 — Carbine JET® - Labordental

'°> Caneta de baixa rotag&o - Micro motor a chicote® - Bethil
'® Pinos lisos de 1,5mm - Caomedica®.

' Furadeira autoclavavel® - Ortovet

'8 Fio Poliglactina 910 - Vicryl 3-0® Ethicon

' Fio Nailon - Nylon 3-0° - Ethicon
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FIGURA 3- Procedimento cirtirgico de osteotomia do radio direito de cdo pelo acesso medial. Em (a).

osteotomia com disco diamantado apds passagem dos dois primeiros pinos transfixados. Em (b). lacuna
o6ssea de 2,0mm no tergco médio da diafise. Em (c). G-PRP com lacuna éssea preenchida. Legenda:

PRP=Plasma Rico em Plaquetas.

Os animais operados foram mantidos em repouso relativo,
acondicionados em canis de um metro quadrado, sendo soltos duas vezes ao
dia para caminhadas controladas e banhos de sol. Os curativos foram
realizados diariamente até os primeiros 15 dias de pos-operatoério e em seguida
a cada 48 horas até a retirada do implante. Era realizada limpeza da regiao de
insercdo dos pinos com iodo povidine topico, em seguida uma gaze era
envolvida ao redor dos quatro pinos préoximo a pele embebida em iodo
povidine. Ato continuo toda a regido e o fixador eram protegidos com atadura
de crepe. Todos os caes foram mantidos com colar do tipo elisabetano a fim de

se evitar automutilagéo.

Ao final do procedimento cirurgico repetia-se o bloqueio do plexo
braquial para complementacdo analgésica. Como medidas pds-operatorias
utilizaram-se Cloridrato de Morfina (0,5mg/Kg, SC a cada quatro horas durante
as primeiras 12 horas), seguido de Cloridrato de Tramadol®® (4mg/Kg a cada
oito horas, durante cinco dias), e Meloxicam?' (0,2mg/Kg a cada 24 horas,

durante trés dias) para promover analgesia. Ainda, antibioticoterapia com

20 Cloridrato de Tramadol — Tramadon® 50mg/mL - Cristalia
2 Meloxicam - Bioflac® 15mg/mL- Cristalia
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Cefalexina®® (30mg/Kg a cada 12 horas, durante dez dias) e curativos até a
retirada dos implantes metalicos. O fixador externo nao foi removido até que o

defeito dsseo gerado pela bidpsia estivesse cicatrizado.

Ao final de cada periodo previamente estabelecido (7 e 60 dias), foram
realizadas as bidpsias O0sseas com os mesmos cuidados de tricotomia e
antissepsia do membro toracico anteriormente operado. Com o animal
devidamente posicionado, iniciou-se a abordagem cirurgica por acesso cranial
do radio, colhendo-se, com o auxilio de tréfina® acoplada a caneta de baixa
rotacdo, um fragmento 6sseo de 4,0 mm de didmetro (compreendendo-se 2,0
mm da area do “gap” de fratura e 2,0 mm da area integra). A Figura 4 ilustra o
procedimento de bidpsia pelo acesso cranial. O fragmento colhido foi
depositado em recipiente contendo formol tamponado a 10% para posteriores
analises histologica e imunoistoquimica. Apds os procedimentos de bidpsia,
todos os animais receberam o PRP para preenchimento da falha éssea gerada
a fim de acelerar o processo de cicatrizacdo 6ssea e apos total reabilitacéo

clinica, todos os animais foram adotados.

22 Cefalexina — Genéricos Medley
2 Tréfina® 4,0mm - Aragéo
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FIGURA 4- Imagens fotograficas da biopsia no foco de fratura pelo acesso cranial.Em (a). Aparéncia do
foco de fratura aos sete dias de pés-operatorio. Em (b). Aparéncia do foco de fratura aos 60 dias de pos-
operatorio. Em (c). Utilizagdo da tréfina para obtengdo do fragmento de biopsia. Em (d). Retirada do
fragmento aos sete dias. Em (e). Retirada do fragmento aos 60 dias. Em (f). Aparéncia do foco de fratura

apos colheita do fragmento.

ll.VI Avaliagao clinica

O acompanhamento clinico foi realizado para avaliagdo da deambulacao
e apoio do membro. A estes parametros foi empregado um escore graduado de
0 a 3 sendo: (0) - impoténcia funcional; (1) - apoio do membro em estagao, mas

nao sustenta o peso; (2) - apoio do membro com sustentagdo normal do peso,
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mas apresenta claudicagao leve; e (3) - deambulacdo normal. As avaliagdes

foram realizadas diariamente, até o momento do retorno a fungdo normal.

llI.VII Avaliagao radiografica e densitométrica

Os exames radiograficos e densitométricos foram realizados no pos-
operatdrio imediato, aos 14, 21, 28, 35, 45 e 60 dias de pds-operatério nos 11
animais que foram avaliados durante 60 dias para a realizacdo de bidpsia

longa.

De forma subjetiva e duplo cego as radiografias foram examinadas
adotando-se um escore subjetivo graduado de 0 a 6, modificado segundo
Wilson et al. (2006) onde: (0) - linha de fratura de 1,0 a 2,0 mm, sem
proliferacdo o6ssea; (1) - linha de fratura de 1,0 a 2,0 mm, com proliferacédo
Ossea, sem calo em ponte; (2) - linha de fratura de 1,0 a 2,0 mm, com
proliferagdo 6ssea, com calo em ponte; (3) - linha de fratura de < 1,0 mm, sem
proliferagao ossea; (4) - linha de fratura < 1,0 mm, com proliferacéo 6ssea, sem
calo em ponte; (5) - linha de fratura < 1,0 mm, com proliferagdo éssea, com

calo em ponte (unido clinica) e (6) - auséncia de linha de fratura.

Para realizagdo da densitometria, as radiografias simples foram
realizadas com a colocagdo de uma escada de aluminio paralela ao radio sobre
o chassi radiografico (Figura 5), e depois de reveladas foram escaneadas e
analisadas com o auxilio de um programa computacional (Imaje J®). Cada um
dos 11 degraus da escada, bem como o foco de fratura foram mensurados e
em seguida submetidos a calculos para obtencédo dos valores da densitometria

o6ssea em milimetros de aluminio (mmAl) (LOUZADA et al., 2001).
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FIGURA 5- Imagem radiografica do radio de cdo no pos-
operatorio imediato, ilustrando a colocagdo da escada de
aluminio (abaixo) paralela ao osso, para realizagdao da
densitometria dssea.

lL.VIII Avaliagao histologica

As biopsias 6sseas originaram um fragmento de 4,0 mm de diametro,
contemplando 2,0 mm da area do foco de fratura e 2,0 mm da area integra com
profundidade suficiente para atingir o canal medular conforme descrito
anteriormente. Foram dez animais do GBC (sete dias) (G-controle n=5; G-PRP
n=5) e 11 do GBL (aos 60 dias) (G-controle n=6; G-PRP n=5).

Os fragmentos foram fixados em formol tamponado 10% durante 72
horas e em seguida, iniciava-se o processo de descalcificagcdo com solugao 1:1
de acido formico 40% e citrato de sodio 20%. O tempo de descalcificagéo foi
variavel de 60 a 150 dias, sendo concluido quando a amostra mostrava-se
macia a palpagéo e sem resisténcia ao corte com navalha. Os fragmentos
foram seccionados ao meio em direcao longitudinal de modo a possibilitar a
visualizacdo do foco de fratura e suas interfaces com o tecido ésseo das

extremidades do foco.
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Com a finalizagdo do processo de descalcificacdo os fragmentos
passaram 24 horas em uma solucéo de sulfato de sédio 5% para tamponar os
sais do descalcificador, e em seguida, foram lavados em agua corrente durante

24 horas para retirada de todo o resquicio do sulfato de sédio.

O tecido 6sseo passou entdo por um processo de desidratacdo em
concentragdes crescentes de alcool e xilol até a finalizagdo, quando foram
incluidos em parafina. Seguiram-se os cortes histolégicos em micrétomo
automatico (4,0um) e o processamento rotineiro para coloracdo de

Hematoxilina e Eosina (H.E.).

A avaliagéo histoldgica foi feita de maneira subjetiva e em duplo cego
observando-se: hemorragia, presenga de coagulo, neovascularizagao,
fibroblastos, células cartilaginosas, osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos,

infiltrado inflamatdrio e possiveis areas de necrose.

llLIX Avaliagdao Imunoistoquimica dos fatores de crescimento (TGF-f8 e
PDGF-B)

A partir dos fragmentos de biopsia incluidos em parafina foram
realizados cortes proprios para avaliacdo imunoistoquimica. Apos ensaios
pilotos para diluicdo dos anticorpos, observou-se que a ideal era de 1:200.

Foi realizada desparafinizacdo em xilol, seguida de hidratacdo em
solugdes decrescentes de alcool até a agua. Ato continuo, foi promovida
recuperacgao antigénica com calor a partir da colocagéo de tampao citrato (pH
6,0). A inibicdo da peroxidase enddgena foi conseguida com o uso de solugéo
de peroxido de hidrogénio e alcool metilico (250mL H,O, 20V/ 475mL alcool
metilico). A inibicdo das ligacbes inespecificas foi realizada utilizando-se leite
em pé desnatado (6g/100mL de agua destilada) seguida da incubagdo com
anticorpo primario (TGF-** e PDGF-B?) durante 12 horas (“over-night”).

* Fator de Crescimento Transformador BetaTGF-B1 (V) sc-146° - Santa Cruz Biotechnology®
% Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas TGGF-B (N-30) sc-127° - Santa Cruz
Biotechnology®
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ApOs a incubagdo com o anticorpo primario, procedeu-se a lavagem das
laminas com PBS (pH=7,2) e seguida, procedeu-se a incubagao com anticorpo
de ligagdo®, seguido de sucessivas lavagens (minimo trés de 15 minutos cada)
com PBS e incubagdo com anticorpo secundario®” por 30 minutos. Em seguida
realizaram-se trés lavagens sucessivas com PBS, para entdo efetuar a
revelacdo com o substrato cromégeno DAB?. Por fim, realizou-se a contra
coloragdo com Hematoxilina Harris. A montagem das laminas deu-se de forma
rotineira. A observacdo da imunomarcagao foi conduzida em microscépio de

luz.

lll.X Avaliagao estatistica

A andlise estatistica foi realizada Analise de Variadncia (ANOVA) com medidas
repetidas e teste de Tukey para comparagao de médias; o teste de Friedmen seguido
do teste de Dunn foi empregado para comparar os momentos para cada grupo e o
teste de Mann-whitney para comparar os grupos em cada momento. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (P<0,05), empregando-se o programa SAS (Statistical

Analysis System).

2% Anticorpo de Ligacéo - Biotinilado - DakoCytomation®
" Anticorpo secundario - Streptoavidina-peroxidase - DakoCytomation®
8 Diaminobenzidina - DAB - DakoCytomation®)
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais tratados atingiram o incremento minimo necessario
para que o PRP seja efetivo (Tabela 1), conforme recomendado por Marx
(1998), demonstrando que a metodologia utilizada foi eficaz na concentracéo
plaquetaria corroborando com Dias et al. (2002) e Oyama et al. (2004) que
utilizaram protocolos com rotagdo e tempo de centrifugagcdo idénticos.
Diferentemente de Obarrio et al. (2000) e Marx (2004) que utilizaram
equipamentos de alto custo, neste trabalho foi utilizado centrifuga laboratorial
comum de maneira simples e barata comprovando ser uma técnica de facil
aplicagado na rotina clinica. Entretanto ha a necessidade de uma contagem
plaquetaria basal normal contra-indicando a técnica em caes trombocitopénicos
(BARBOSA et al.,, 2008). A Tabela 1 mostra os valores da contagem de

plaquetas basal e do Plasma Rico em Plaquetas dos caes que o receberam.

Tabela 1 - Valores da contagem de plaquetas basal e do
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) dos caes do grupo
tratado, com seu respectivo percentual de concentracio.
Aracgatuba, 2010

Contagem de plaquetas/pL no grupo tratado (G-PRP)

Grupo tratado

Animal Basal PRP Concentracao
1 202.500 875.000 432%
2 275.000 1.445.000 525%
3 172.500 1.082.500 628%
4 187.500 1.540.000 821%
5 310.000 1.047.500 338%
6 162.500 1.310.000 806%
7 360.000 1.512.500 420%
8 190.000 1.067.500 562%
9 175.000 1.125.000 643%

10 202.500 1.392.500 688%
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A gelificagdo e ativagdo do PRP foram obtidas adequadamente com o
uso isolado de cloreto de calcio a 10% semelhante ao realizado por Wilson et
al. (2006). Entretanto Sanchez et al. (2003) utilizaram trombina bovina e
relataram desenvolvimento de anticorpos contra fatores de coagulagdo, ao
passo que Silva et al. (2009) usaram cloreto de calcio e tromboplastina
(soluplastin®) observando reacdo do tipo corpo estranho que pode ter
influenciado negativamente na acdo do PRP. Barbosa et al. (2008) utilizaram
soluplastin® sem descricdo de reagdes adversas.

A preparacdo do PRP ocorreu simultaneamente ao procedimento
cirurgico para assegurar que pudesse ser utilizado logo apds sua obtencéo,
uma vez que passadas trés horas da centrifugagcdo apenas o PDGF mantém
sua concentragdo. O TGF-beta decresce consideravelmente (RUTKOWSKI et
al., 2008).

Referente a avaliagdo clinica, todos os pacientes, independente do
grupo, apresentaram no primeiro dia de pds-operatorio escore 2 (apoio do
membro com sustentacdo normal do peso, mas com claudicagao leve);
evoluindo para 3 (deambulagdo normal) no terceiro dia. O apoio precoce do
membro esta relacionado a escolha do método de fixacdo (PIERMATTEI; FLO,
1999), bem como a integridade da ulna e analgesia adequada, e ndo ao uso do
PRP. Ressalta-se, ainda, que o apoio do membro no periodo pos-operatorio
favorece o processo de cicatrizacdo 0ssea e desta forma, esta caracteristica do
implante foi favoravel aos resultados. Durante todo o periodo pds-operatorio
nao houve infeccdo nos pinos, nem tdo pouco afrouxamento dos mesmos

mantendo estabilidade do foco de fratura.

No que tange a avaliagdo radiografica houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos a partir do 28° dia de pos-operatoério (M28) (Tabela
2), corroborando com Wilson et al. (2006) que observaram diferenga entre
grupos em falhas ésseas de coelhos tratados com PRP. Em contrapartida,
Marx et al. (1998) em estudos de reconstrucdo mandibular e Silva et al. (2007)

que avaliaram o uso do PRP associado a hidroxiapatita em falhas 6sseas de
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radio de caes fixados com placas e parafusos, ndo observaram diferenca entre

0S grupos.

Tabela 2 - Mediana, valores minimo e maximo do escore radiografico do radio
de cées, segundo os grupos em cada momento de avaliagao.
Aracatuba, 2010

Momento G-controle G- PRP

(dias) Md Min — Max Md Min — Max
MO Ob 0-0 0b 0-0
M14 1,5 0-3 3b 0-3
M21 3a 1-4 3 1-4
M28 1B 1-3 4 A 1-4
M35 1B 1-3 4 A 4-4
M45 1B 1-4 4 A 4-4
M60 1B 1-5 5aA 4-5

Medianas seguidas de letra distinta minlUscula na coluna e mailscula na linha diferem entre si
(P < 0,05).

O método de fixagcao externa utilizado permite maior formacao de calo
0sseo periosteal e maior quantidade de micro movimentos quando comparado
as placas e parafusos (PIERMATTEI; FLO, 1999), o que justifica a aparéncia
radiografica dos radios do G-controle que apresentaram aumento da espessura
da linha de fratura ao longo do tempo de pds-operatério. Provavelmente os
vasos sanguineos nao estavam em numero e organizagao suficientes para
promover um ambiente oxigenado a permitir, desta forma, a diferenciagdo de
osteoblastos para cicatrizagdo. Observou-se reabsorcdo nas extremidades do
foco de fratura caracterizando uma unido 6ssea tardia. Entretanto, o G-PRP
apresentou uma reducao continua da linha de fratura com organizag¢ao e uniao
do calo 6sseo, indicando que o PRP aumentou a vascularizacéo e celularidade

permitindo deposigdo de matriz mineral de maneira mais precoce (Figura 6).
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No que se refere a avaliagdo subjetiva da imagem radiografica, 80%
(4/5) dos caes tratados atingiram uni&o clinica com maior radiopacidade (Figura
6) discordando de Silva et al. (2009) que apontaram semelhanga entre grupo
PRP e grupo controle no tratamento de falhas ésseas em cranios de coelhos. A
discordancia de resultados deve-se provavelmente ao tipo de osso estudado
nos dois trabalhos, uma vez que os o0ssos do cranio ndo possuem peridsteo e
tem um processo cicatricial mais lento e sem formacao de calo, além de nao

sofrerem impacto durante a consolidagao.
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FIGURA 6- Imagens radiograficas da evolugdo de um animal do G-Controle (acima na figura) e de um
do G-PRP (abaixo na figura) desde o poés-operatério imediato até os 60 dias de pds-operatorio.

Observa-se uma continua redugéo da linha de fratura apenas no G-PRP.
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A avaliagdo densitométrica demonstrou diferenga estatistica significante
entre os grupos nos momentos M45 e M60 (Tabela 3). Silva et al. (2007) néo
encontraram diferenca entre os grupos mesmo aos 60 dias de pds-operatério,
entretanto, o método de fixagao utilizado (placa e parafusos) induz ao aumento
no tempo de consolidagcdo e auséncia de calo periosteal exuberante. Deste
modo, o método de fixagdo aqui empregado pode ter influenciado na diferenca

dos resultados encontrados.

Tabela 3 - Média (X)) e erro padrdo da média (EPM) dos valores densitométricos, em mmAl, do
radio dos cdes segundo os grupos em cada momento de avaliagdo. Aragatuba, 2010

Momento Valores densitométricos (X £ EPM)
(dias) G-controle G-PRP
MO 5,04 £0,42 518+0,21b
M14 5,69+ 0,23 554+0,15b
M21 5,27 + 0,24 554+0,22b
M28 5,44+ 0,19 556 +0,14 b
M35 5,16 £ 0,25 5,80+ 0,34
M45 528+0,13B 5,84 + 0,09 A
M60 519+0,19B 6,41+ 0,18 aA

Médias seguidas de letra distintas minuscula na coluna e mailuscula na linha diferem entre si
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Da mesma forma ao observado na avaliagdo radiografica, os valores
densitométricos ndo apresentaram diferenga entre os momentos do G-controle,
no entanto, tais valores foram significantemente diferentes entre MO e M60 no
G-PRP, atestando que o PRP aumentou a deposi¢cdo 6ssea no foco de fratura,
elevando os valores de densidade mineral 6ssea. O mesmo fora observado por
Silva et al. (2007) que obtiveram maior média de densidade 6ssea no grupo

tratado aos 45 dias, porém, sem significancia estatistica.

O PRP no foco de fratura possibilitou maior estimulo a angiogénese e

mitogénese devido a agédo dos seus fatores de crescimento, que possibilitaram
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um processo de cicatrizagcao superior no G-PRP em comparacao ao G-Controle

em que observamos unido 6ssea tardia, com intensa proliferacdo de calo

periosteal sem unido das extremidades (Figura 7).
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FIGURA 7- Imagens radiograficas de 60 dias de pos-
operatério sendo: (a). animal do G-PRP com unido clinica e
(b). animal do G-Controle com visivel linha de fratura,
proliferagédo periosteal, sem unido de calo em ponte.

A superioridade do G-PRP em relacdo ao G-controle deveu-se
provavelmente a uma precoce e maior vascularizagdo, que estimularam a
proliferagdo celular no foco de fratura e facilitaram a deposicdo de matriz
O0ssea, com consequente unido clinica em 80% (4/5) dos animais do G-PRP
aos 60 dias mesmo em fraturas com lacunas 6sseas.

Sob o ponto de vista histolégico, aos 60 dias (GBL) do G-PRP foi
observado osso recém formado, sistemas de Harvers organizados e em
formacédo, areas de remodelagcdo Ossea e escassa quantidade de tecido
cartilaginoso, (Figura 8). O mesmo fora descrito por Wilson et al. (2006) que
observaram em fraturas de coelhos, intensa formagdo éssea no grupo que
recebeu o PRP, caracterizada por formagao de trabéculas 6sseas aos 30 dias,
mesmo sem a utilizacdo de enxertos associados. Gerard et al. (2007) também

observaram histologicamente diferenga significante no numero de osteoblastos
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e osteoclastos no grupo PRP, entretanto, o utilizaram em associacédo com

enxerto 6sseos esponjosos.

Nos animais do G-Controle houve unido éssea tardia, o que ja era
esperado devido a lacuna de fratura provocada durante a osteotomia
(PIERMATTEI; FLO, 1999; JACKSON; MILLIS, 2007). Foi observado tecido
cartilaginoso, poucos vasos sanguineos na area da linha das fraturas,
pequenas areas de tecido Osseo imaturo e auséncia do sistema de Harvers
(Figura 8). Isto pode ter ocorrido provavelmente pela auséncia do PRP na

lacuna 6ssea.

FIGURA 8- Fotomicrografia. Corte histologico do foco de fratura do radio de c&o aos 60 dias de pos-

operatorio. Em (a). e (b). G-PRP com maior formagéo e organizagdo do tecido 6sseo, comparado a (c). e
(d). G-Controle, evidenciando tecido cartilaginoso em reabsorgéo e inicio de formagéo 6ssea. Coloragéo
hematoxilina-eosina. Em a. e c. (10X). Legenda: PRP=Plasma Rico em Plaquetas.
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Em ambos os grupos promoveu-se a mesma intensidade de les&o aos
tecidos moles para que nao houvesse interferéncia na formacdo da
vascularizagao extra-0ssea, que é reconhecida como um evento importante
para 0 suprimento sanguineo no processo inicial de cicatrizagao da fratura
(HULSE; JOHNSON, 2002).

Na avaliagao histolégica de sete dias (GBC) observou-se no G-PRP uma
maior proliferacao celular com vasos sanguineos recém formados, enquanto no
G-Controle foram observados tecido de granulagéo e fibroso e alguns vasos
(Figura 9). A intensa vascularizacdo inicial no G-PRP ocorreu provavelmente
da acédo dos fatores de crescimento na angiogénese, quimiotaxia e proliferagao
celular (MARX et al., 1998; GARG, 1999).

O PRP no foco de fratura promoveu suporte mecéanico para
vascularizagédo, uma vez que facilitou a passagem dos vasos sanguineos entre
as extremidades Osseas, caracterizando um evento conhecido como
osteoconducao (HULSE; HYMAN, 2007). O mesmo fora reportado por Marx et
al. (1998), os quais relataram a presenga de capilares de permeio ao enxerto a
partir do terceiro dia apos a injuria. Desta forma, a agao inicial do PRP foi
fundamental para a continuidade do processo de consolidagdo Ossea, pois

promoveu a formagdo de um microambiente favoravel a proliferacdo de tecido

6sseo, mesmo com uma lacuna de fratura de 2,0mm.
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FIGURA 9- Fotomicrografia. Corte histolégico do foco de fratura do radio de c&o aos sete dias de pds-
operatorio. (a). G-PRP com maior proliferagdo celular e vascular, comparado a (b). G-Controle.

Coloragédo hematoxilina-eosina. Legenda: PRP=Plasma Rico em Plaquetas.

O estudo imunoistoquimico revelou que aos sete dias de fratura (GBC),
houve a expressao de ambos os fatores de crescimento estudados (PDGF-B e
TGF-B) nos dois grupos. Os mesmos também podem ser encontrados em
processos naturais de cicatrizacdao de fratura sem adicdo de enxertos
(ANDREW et al., 1995). Entretanto, nas amostras do G-PRP a expressao de
ambos os fatores foi mais intensa do que a encontrada no G-Controle (MARX
et al., 1998) (Figuras 10 e 11).

Houve marcagdo em  osteoblastos, células mesenquimais
indiferenciadas e células endoteliais dos vasos sanguineos neoformados, como

também observado por Andrew et al. (1995) e Marx et al. (1998).

Aos sete dias de fratura pode-se observar que a marcagao foi mais
intensa no G-PRP, principalmente quando se tratava do Fator de Crescimento
Transformador Beta (TGF-B) (Figura 10). Este fator de crescimento tem sua
expressdo estimulada pelo PDGF-B, e é importante na proliferacdo de
fibroblastos (MILLIS, 1999), fato este que pode ter destacado sua marcagéo em
uma analise comparativa, pois nesta fase observava-se maior quantidade de

tecido fibroso.

A marcagédo do PDGF-B no G-Controle foi discreta, porém a mesma foi
evidente no G-PRP (Figura 11). Este fator de crescimento é o primeiro a ser
liberado dentre os demais no foco de fratura (GARG, 1999), o que justifica o

seu declinio aos sete dias sem a adi¢ao do PRP.



FIGURA 10- Fotomicrografia. Corte histoldgico do foco de fratura do radio de cdo aos

sete dias de pos-operatdrio. (a). G-PRP mostrando imunorreatividade do TGF-B no
citoplasma de osteoblastos, células mesenquimais e endoteliais (setas) (b). G-Controle
exibe marcagéo difusa no coagulo em organizacao (seta). Kit LSAB®/Diaminobenzidina

contracoloragado hematoxilina de Harris. Legenda: PRP=Plasma Rico em Plaquetas.
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FIGURA 11- Fotomicrografia. Corte histoldgico do foco de fratura do radio de céo aos

sete dias de pos-operatorio. (a). G-PRP mostrando imunorreatividade do PDGF- no
citoplasma de osteoblastos, células mesenquimais e endoteliais (b). G-Controle quase
nao exibe marcagao. Kit LSAB®/diaminobenzidina contracoloragao hematoxilina de

Harris. Legenda: PRP=Plasma Rico em Plaquetas.
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Aos 60 dias de fratura (GBL) houve positividade de ambos os anticorpos,
discordando de Marx et al. (1998) que relataram apenas a presenga de TGF-3
em no maximo aos 45 dias apos fratura. Entretanto, vale ressaltar que em
nosso estudo houve a formagao de uma lacuna éssea com o intuito de retardar
0 processo cicatricial, e por este motivo, mesmo ao 60° dia pos-fratura ainda foi
possivel observar areas de atividade osteoblastica, justificando a marcagéo dos

fatores de crescimento estudados (Figura 12 e 13).

Da mesma forma que aos sete dias de fratura, aos 60 dias a expressao
do PDGF-B e TGF-B mais intensa no G-PRP, que estavam presentes sempre
proximos as areas de atividade osteoblastica e perivasculares. No entanto, o
PDGF-B encontrava-se discretamente marcado, atestando conforme Marx et
al. (1998), que o mesmo age nas fases mais iniciais da cicatrizacdo, enquanto,
o TGF-B exerce maior acao na fase de atividade osteoblastica na ossificagcao
endocondral, justificando a sua presencga aos 60 dias de fratura deste estudo
(Figura 12 e 13).



FIGURA 12- Fotomicrografia. Corte histoldgico do foco de fratura do radio de céo aos

60 dias de poés-operatorio mostrando imunorreatividade do TGF- no citoplasma de
osteoblastos e células endoteliais, de maneira mais intensa em (a). G-PRP, do que em
(b). G-Controle. Kit LSAB®/diaminobenzidina contracoloragio hematoxilina de Harris.

Legenda: PRP=Plasma Rico em Plaquetas.
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FIGURA 13- Fotomicrografia. Corte histolégico do foco de fratura do radio de cdo aos

60 dias de pos-operatério mostrando imunorreatividade do PDGF-B no citoplasma de
osteoblastos e células endoteliais, de maneira mais intensa em (a). G-PRP, do que em
(b). G-Controle. Kit LSAB®/diaminobenzidina contracoloragao hematoxilina de Harris.

Legenda: PRP=Plasma Rico em Plaquetas.
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V CONCLUSOES

Com base nos resultados e nas condi¢des de uma fratura com lacuna de

2,0mm e tratada com fixador esquelético externo, conclui-se que:

1. O PRP pode ser utilizado como terapia adjuvante ao tratamento, pois os
dados radiograficos, densitométricos e histolégicos sustentam esta

afirmacao;

2. Os fatores de crescimento contidos no PRP (PDGF-B e TGF-3) exercem
um efeito benéfico ao foco de fratura, pois os mesmos, embora
expressos em ambos os grupos (com e sem PRP) foram mais evidentes
no G-PRP, pois geraram intensa angiogénese, que favoreceu o

processo de consolidagao dssea.
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APENIDICE A

Certificado Comissé&o de Etica em Experimentagdo Animal

URIVERSIDADE ESTADUAL PRULISTA

unesp " 90U0 DE MESGUITA FILHO" G
Campus do Arcaluba ke

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGAC ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “EXPRESSAO DOS FATORES DE
CRESCIMENTO OBTIDOS DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS NO
TRATAMENTO DE FRATURAS EXPERIMENTAIS DE O0SS0S
LONGOS EM CAES” sob responsabilidade do Prof. Dr. ALEXANDRE
LIMA DE ANDRADE e colsboracdo de MARIA GISELA
LARANJEIRAS, SUELY REGINA MOGAMI BOMFIM, MARIA CECILIA
RUI LUZIVOTTO e TALITA FLOERING BREDA SOUZA estd de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (COBEA) &
foi aprovado AD REFERENDUM pela CEEA em 25 de fevereiro de
2008, de acordo com o protocolo no. 2007- D0BS90.

Aracatuba, 25 de faverero de 2008

P, I.:'.I. A
Prof* Dr* CRISTINA ANTONIALI SILVA

Presidante da CEEA - FOA/UNESP

Facuideda de Doordckegla o Corso do Moedicna Vialennidia
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APENIDICE B

Tabela 1B- Valores individuais da avaliagao radiografica subjetiva durante
a cicatrizagcado do radio dos animais do G-PRP, nos diferentes momentos,
em dias.

Animais MI M14 M21 M28 M35 M45 M60
Amarula 0 0 1 1 4 4 5
Cocada 0 3 4 4 4 4 5
Trufa 0 3 3 4 4 4 4
Trakinas 0 3 4 4 4 4 5
Nara 0 0 3 4 4 4 5

Tabela 2B- Valores individuais da avaliac&do radiografica subjetiva durante
a cicatrizacdo do radio dos animais do G-Controle, nos diferentes
momentos, em dias
Animais Ml M14 M
Nutella 0
Avela
Caramelo
Toddy
Rosquinha
Opereta

N

1 M28 M35 M45 M60

. WWhkhwWwwW
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0
3
3
3
0
0
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Legenda

(0) - linha de fratura de 1,0 a 2,0 mm, sem proliferagcédo éssea;

(1) - linha de fratura de 1,0 a 2,0 mm, com proliferacdo 6ssea, sem calo
em ponte;

(2) - linha de fratura de 1,0 a 2,0 mm, com proliferacao éssea, com calo
em ponte;

(3) - linha de fratura de < 1,0 mm, sem proliferacéo éssea;

(4) - linha de fratura < 1,0 mm, com proliferagdo 6ssea, sem calo em
ponte;

(5) - linha de fratura < 1,0 mm, com proliferacdo 6ssea, com calo em
ponte (uni&o clinica),

(6) - auséncia de linha de fratura.



APENIDICE C

Tabela 1C- Valores individuais da densidade mineral 6ssea durante a
cicatrizagdo do radio dos animais do G-PRP, nos diferentes momentos,
em dias.

Animais Mi M14 M21 M28 M35 M45 M60
Amarula 5,86 5,97 4,93 5,78 6,44 6,04 6,31
Cocada 5,27 5,38 5,37 5,28 5,20 5,65 6,46
Trufa 4,84 5,62 5,77 5,49 5,60 5,78 6,02
Trakinas 5,33 5,69 6,24 5,97 6,74 6,04 7,05
Nara 4,62 5,05 5,42 5,26 5,04 5,67 6,18

Tabela 2C- Valores individuais da densidade mineral 6ssea durante a
cicatrizacdo do radio dos animais do G-Controle, nos diferentes
momentos, em dias

Animais Ml M14 M21 M28 M35 M45 M60
Nutella 5,35 6,11 6,15 5,98 5,99 5,16 5,38
Aveld 3,03 4,65 4,34 5,48 4,39 5,41 4,55

Caramelo 5,73 6,23 5,62 5,73 5,56 5,49 5,61
Toddy 5,00 5,58 5,02 4,60 4,70 5,03 5,75

Rosquinha 5,33 5,60 5,38 5,46 5,47 5,74 4,97

Opereta 5,79 5,96 5,23 5,35 4,87 4,87 4,87
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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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