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RESUMO

As indicacBes de procedimentos de enxertia quando ha escasso volume 0sseo em
pacientes submetidos a cirurgia de implantes bucaistem levado
ao desenvolvimento de varios biomateriais. Ha situacées em que a capacidade de
reparo € limitada pelo tamanho da perda d6ssea como aquelas causadas por
traumas, patologias ou consequéncias de procedimentos cirurgicos diversos, onde
o defeito 6sseo torna-se critico a reparacdo espontanea e se faz necessario o uso
de enxertos para um correto tratamento e bom prognéstico. Varios estudos tém
demonstrado que biomateriais de enxertia como o beta tricalcio fosfato (BTCP) e a
fibrina rica em plaguetas e leucdocitos (PRF - L) otimizam o processo de
regeneracao. O objetivo deste estudo foi de avaliar a formacéo 6ssea em defeitos
0sseos criados cirurgicamente em tibias de coelho por meio de microtomografia
computadorizada, comparando o BTCP e o PRF — L e em associa¢do. Foram
criados defeitos 6sseos ndo criticos com trefina de 5mm de diametro em tibias de
20 coelhos da raca Nova Zelandia. O experimento foi dividido em 4 grupos, cada
um com 2 periodos (30 dias / 06 coelhos e 60 dias / 14 coelhos). O grupo coagulo
foi denominado de controle, uma vez que ele € o ponto de referéncia para a
comparacao dos resultados entre os grupos PRF - L, PRF - L + BTCP e o grupo
BTCP. Os coelhos foram eutanasiados nos periodos determinados respectivamente
e as amostras foram encaminhadas para andalise microtomogréafica. Foram
utilizados dois softwares para a verificagdo do volume total de osso formado. Todos
os dados obtidos nos resultados foram submetidos ha um teste de normalidade e
os testes estatisticos utilizados foram Anova e Tukey. No periodo de 30 dias néo
houve diferenca entre os grupos. Apés periodo de 60 dias o grupo BTCP e grupo
BTCP + PRF — L apresentaram diferenca estatistica comparado aos grupos
coagulo e PRF —L. Houve um comportamento semelhante entre os grupos coagulo
e PRF — L, quando avaliado o percentual de volume 6sseo. De acordo com o
estudo proposto, pode-se concluir que a associacdo de PRF e BTCP néo promoveu
aumento da formacdo do tecido mineralizado neste modelo experimental. A
utilizacdo do BTCP é uma técnica segura e clinicamente previsivel, sendo uma
alternativa viavel para enxerto de 0sso autdgeno.

Palavras chave: Enxerto. Formacdo Ossea. Implantes dentarios. Beta Tricalcio
Fosfato. Fibrina Rica em Plaquetas e Leucécitos.
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1 INTRODUCAO

O tratamento de pacientes edéntulos com implantes dentais tem se tornado
confiaveis ao longo do tempo. Os resultados clinicos obtidos tém comprovado sua
osseointegracao e sucesso. As indicacdes de procedimentos de enxertia quando ha
escasso volume 0sseo em pacientes submetidos a cirurgia de implantes orais tem
levado ao desenvolvimento de varios biomateriais. Ha situacbes em que a
capacidade de reparo € limitada pelo tamanho da perda 6ssea como aquelas
causadas por trauma, patologias ou consequéncia de procedimentos cirdrgicos
diversos, onde se faz necessario o uso de enxertos para um correto tratamento e

bom progndstico." 23

As técnicas de reconstrucdes Osseas, entre elas, a Regeneracdo Ossea
Guiada (ROG) e o enxerto O6sseo autdgeno, vieram permitir a colocacdo de

implantes em locais que anteriormente ndo seriam viaveis.

A técnica de enxerto 6sseo autdégeno é considerada o “padrdo ouro” das
técnicas de reconstrucdo Ossea, devido a auséncia de reacdo antigénica e pela
presenca dos potenciais de osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. No
entanto, o enxerto de 0sso autdgeno apresenta desvantagens como a necessidade
de segundo sitio cirdrgico para a obtencdo do enxerto, quantidade limitada, e maior

desconforto do paciente.

A necessidade de encontrar um material de enxerto adequado para 0s
defeitos 0sseos criados no esqueleto, que possa substituir 0 osso autdégeno, vem

sendo estudado nesses ultimos 30 anos.

Uma grande variedade de biomateriais como osso bovino desproteinizado,
0sso humano desmineralizado, congelado e seco, hidroxiapatita (HA), vidro bioativo,
TCP e polimeros, foi desenvolvido como alternativas ao 0sso autdgeno para

promover a formacéao 6ssea.’

Os biomateriais de origem sintética apresentam melhor osteocondutividade e
potencial osteogénico e possibilitam, em muitos casos, a diminui¢cao ou a eliminacao do

uso de materiais de origem autdgena, alégena ou xenodgena." *2



De acordo com Gutierres et al."* é possivel produzir materiais ceramicos
sintéticos com uma composicdo semelhante a matriz ¢ssea inorganica e sem

limitacBes em termos de quantidade disponivel.

Os derivados inorganicos sintéticos como a hidroxiapatita e beta tricalcio
fosfato (BTCP), tém recebido grande atencdo como materiais de preenchimento,
espacadores e substitutos para os enxertos 6sseos, pois apresentam uma geometria
tridimensional adequada e sdo capazes de unir e concentrar proteinas 0sseas
morfogenéticas na circulacdo e podem se tornar osteocondutivo além de atuar como
efetivo transportador de células 6sseas. Como principal vantagem, o BTCP possui

excelente biocompatibilidade e osteoconducdo em relacdo ao tecido hospedeiro.’

11

Em virtude da n&o caracteristica do material BTCP como osteoindutor,
atualmente a fibrina rica em plaquetas e leucocitos (PRF - L) tem sido bastante
utilizada. Se trata de um derivado plaquetério, advindo inicialmente do plasma rico
em plaquetas (PRP), de primeira geracdo, que foi inicialmente desenvolvido em
1954 por Kingsley para designar trombodcitos concentrado, utilizado para o
tratamento de pacientes que sofrem de trombocitopenia grave. Sao obtidos pela
centrifugacdo da amostra de sangue do préprio paciente, onde deu inicio ao uso de
fatores de crescimento e o uso do termo Plasma Rico em Plaguetas (PRP). O PRP
comecou realmente a ser usado apds o artigo de Marx et al. (1998) em um estudo
sobre o efeito de uma preparacao rica em plaquetas durante a reconstrucdo 6ssea
maxilo-facial. A suspensdo de plaquetas era ativada num gel usando trombina

bovina. ApGs este artigo, o prazo de PRP - associado ao conceito de fatores de

crescimento - logo foi usado para nomear todos os tipos de preparacdes e
técnicas."
O PRF - L foi desenvolvido na Franca pelo médico francés

Joseph Choukroun et al., em 2001' , e é um concentrado de plaguetas de segunda
geracado largamente empregado para apressar a cicatrizacdo de tecido mole e duro,
podendo ser empregado associado também com biomateriais de enxertia. Possui
um meétodo de preparo com sangue autélogo, que forma um gel de fibrina através da
ativacdo plaquetaria do sangue em contato com as paredes do tubo vacutainer para

provocar a cascata de coagulacao intrinseca que conduz a formacdo de um coagulo



de fibrina que pode ser espremido em uma membrana de fibrina rica em plaquetas,
fatores de crescimento e leucécitos, sendo esta concentracdo 4 a 6 vezes acima dos

niveis fisioldgicos, ou seja, aproximadamente 1 milhdo de plaquetas por microlitros.

Foi demonstrado em varios estudos que 0s processos regenerativos do 0sso
podem ser melhorados através da adi¢cdo de fatores de crescimento especificos. Os
concentrados de plaquetas contidos na PRF - L liberam fatores de crescimento
gue otimizam o processo de regeneracdo, além disso, a matriz de fibrina
promove angiogénese, facilitando o acesso ao local lesionado, com importante papel
na cicatrizacdo tecidual. Biomateriais a base de plaguetas ricas em fatores de

crescimento sdo obtidas a partir de um Unico doador autélogo.” 2 2

Existem poucos resultados de estudos com o PRF — L e muita controversa a

respeito do seu protocolo de fabricacéo e resultados para uso clinico.

A técnica de enxerto 6sseo com utilizacdo de PRF - L em associacdo com o
biomaterial sintético — BTCP como substituto 6sseo, tem despertado o interesse por

muitos cirurgides.

Nesse estudo avaliamos o resultado da regeneracdo 6ssea com o0 PRF - L e

o BTCP em defeitos 6sseos criados cirurgicamente em tibias de coelho.



2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a formacdo 6ssea em defeitos dsseos
criados cirurgicamente em tibias de coelho por meio de microtomografia

computadorizada, comparando o PRF — L e o BTCP e em associacao.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biomateriais

Uma das definicBes correntes diz que biomaterial € parte de um sistema que

trata, aumenta ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo.*

A utilizacdo de biomateriais sintéticos ou naturais como substitutos do tecido
0sseo em contato com roscas de implantes expostas, assim como para
preenchimento de defeitos 6sseos, tem demonstrado, histologicamente, resultados

satisfatorios.?

H4 mais de duas décadas, pesquisas tém mostrado que os biomateriais
ceramicos a base de fosfato de calcio sdo seguros e efetivos para uma variedade de
aplicacdes clinicas e tém recebido maior atencdo dos pesquisadores como

biomaterial de substituicdo 6ssea.?

As bioceramicas tém sido vastamente utilizadas em virtude da semelhanca
estrutural, quimica e fisica com a matriz mineral 6ssea nao induzindo qualquer

reacao imunolégica ou téxica.’

Os biomateriais tém se tornado uma alternativa para a correcdo de defeitos
0sseos como preenchimento de alvéolos pds exodontia, preenchimento de espacos
vazios entre os implantes osseointegrados instalados imediatamente e as paredes
alveolares do terco cervical, para preenchimento do seio maxilar, nos procedimentos
de reconstrucdo do rebordo alveolar total ou parcialmente perdido como

consequéncia de doencas periodontais, cistos, tumores e traumatismos.2

Segundo Carvalho et al.? os biomateriais devem apresentar as propriedades
de néo induzir a formacéo de trombos como resultado do contato entre 0 sangue e o
biomaterial; ndo induzir resposta imunolégica adversa; ndo ser toxico; ndo ser
carcinogénico; ndo perturbar o fluxo sangiineo; ndo produzir resposta inflamatoria

aguda ou crbnica que impeca a diferenciacao propria dos tecidos adjacentes.

Biomateriais aloplasticos vém sendo utilizados no preenchimento de

cavidades é6sseas na tentativa de induzir reparacdo 0ssea. No inicio dos anos 70,



muitos pesquisadores comecaram a estudar um grupo de materiais sintéticos
constituidos de ceramicas de fosfato de célcio. Nos anos 80, uma série de artigos
foram publicados, avaliando os diversos aspectos destas ceramicas. Estes materiais

sdo biocompativeis, pois ndo induzem qualquer reacdo adversa, além de conter

célcio e fosfato que estéo presentes no tecido 6sseo.?®

Materiais de fosfato de calcio, por si s6, ndo sdo osteoindutores (ou seja, nao
tém a capacidade de induzir a formacdo de 0sso novo), jA os biomateriais derivados
do sangue, possui essa caracteristica de osteoinduzir a formacdo Ossea,
possibilitando que tais materiais sejam usados para substituir o uso de enxertos

autdgenos e homogenos.

Dalapicula et al.®* afirmaram que os biomateriais vém sendo cada vez mais
utilizados na Implantodontia, atuando nos procedimentos de reconstrucdo do rebordo
alveolar total ou parcialmente perdido como consequéncia de doencas periodontais,

extracBes traumaticas, cistos, tumores e traumatismos.

LeGeros? e Ehrenfest et al." exemplificam os materiais substitutos 6sseos
incluindo metais; polimeros; bovinos; corais; ceramicas sintéticas (fosfatos de célcio,
sulfatos de calcio, carbonatos de calcio, vidros bioativos) e derivados plaquetérios:
Plasma Rico em Plaquetas Puro (P — PRP); Plasma Rico em Plaquetas e
Leucdcitos (L — PRP); Fibrina Rica em Plaquetas Pura (P — PRF); Fibrina Rica

em Plaquetas e Leucdcitos (PRF —L).

3.2 Beta tricalcio fosfato

Bhaskari et al.? em analise microscopica eletronica de implantes ceramicos
biodegradaveis de fosfato de calcio em tibias de 66 ratos, demonstraram que o
fosfato de calcio € bem tolerado pelos tecidos dos ratos; em de 4 dias ha o
crescimento de tecido de conexdo no interior dos poros da ceramica; apos 1
semana, a formacédo dssea se inicia ao redor do implante e se estende até o centro;

0 0sso é depositado diretamente na estrutura ceramica e calcificada; a ceramica &



fagocitada por células mesenquimais e pode ser vista no interior de seu citoplasma;
em 14 semanas, o cortex ja esta completamente reparado, mas na regido central do
defeito, parte do implante ainda pode ser detectado. Foi possivel demonstrar através
da microscopia eletrénica que o osso neoformado € estruturalmente normal e se
deposita diretamente na ceramica. Com o decorrer do tempo, ha uma reducao
progressiva na quantidade de ceramica e um aumento de tecido 6sseo. Os estagios
iniciais de reparacdo na ceramica incluem fagocitose e digestdo pronunciada das
menores particulas da ceramica. De acordo com esses achados, os implantes
ceramicos de fosfato célcio ndo causam reacdo inflamatoria, sdo reabsorviveis e
osteogénicos. Baseado nesses resultados, esse material pode ser utilizado para o

preenchimento de defeitos 6sseos cirdrgicos ou traumaticos.

Lange et al.? estudaram o potencial de crescimento ésseo com tricalcio
fosfato (TCP) em defeitos de osso medular em porcos adultos. Foram criados
defeitos na tibia e no fémur de cada membro posterior, em um total de 12 locais. No
grupo controle, o osso remanescente foi conservado para ser utilizado como enxerto
autdgeno, enquanto os outros defeitos foram preenchidos com tricélcio fosfato.
Todos os animais foram sacrificados apdés 9 meses. A quantidade de 0sso
regenerado foi medida utilizando técnicas histomorfométricas. A avaliagdo qualitativa
em 4 meses demonstrou auséncia de inflamacdo e TCP envolvido por 0sso
trabecular, o qual estd uniformemente viavel. Havia pouco TCP presente aos 9
meses. A andlise quantitativa demonstrou que as tibias apresentaram um maior
percentual de substituicdo de emaranhado 6sseo com TCP comparado com 0 grupo
controle, sendo o valor de 32% versus 13% respectivamente. O defeito de fémur
preenchido com TCP foi comparavel ao do osso autégeno em 29%. Os resultados
combinados de tibia e fémur revelaram que o TCP possui um maior percentual de
emaranhado 6sseo comparado com 0 0sso autégeno em 30.5% versus 21%. Tanto
os locais com TCP gquanto com 0SSO autdogeno apresentaram um maior percentual
de substituicdo 6ssea com o passar do tempo. Tanto na andlise qualitativa quanto
guantitativa, o TCP demonstrou-se de forma favoravel quanto ao enxerto de 0sso
autdégeno em termos de formacdo de osso trabecular. Os autores afirmaram que o
TCP é uma ceramica que possui propriedades biolégicas de biocompatibilidade, n&do
causam reacao inflamatdria e sdo reabsorviveis, agindo como um arcaboucgo para

crescimento 6sseo.



Yamamoto et al.®> desenvolveram dois tipos diferentes de cimento de fosfato
de calcio para a fixacdo de implante: cimento A - um composto de 95% de cimento
de TCP (a-TCP) e 5% de di-hidrato de fosfato de célcio (DCPD) e cimento B — um
composto de 90% de fosfato tricalcio e 10% de fosfato de calcio di-hidrato. A fim de
avaliar as caracteristicas mecanicas dos cimentos de fosfato de célcio, testes de
resisténcia a compressao e tracdo foram realizadas in vitro e in vivo. Resisténcia a
compressao in vitro ndo houve diferenca significativa entre o cimento A e o cimento
B em 3 dias e 4 semanas do ensaio. Resisténcia a compressao in vivo o cimento A
foi consideravelmente mais forte do que no cimento B, 2 semanas ap0s o ensaio,
mas nao foi observada diferenca significativa em 1 semana. For¢a de tracao in vitro:
o cimento A mostrou uma forca de tracionamento de 490,5 N apés 3 dias, 570,2 N
apos 1 semana, 595,5 N ap0s 2 semanas, e 458,1 N depois de 4 semanas. Cimento
B mostrou uma forca de tracdo de 386,5 N apds 3 dias, 443,4 N apds 1 semana,
453,2 N apo6s 2 semanas, e 389,5 N apds 4 semanas. Ambos 0s cimentos néo
mostraram nenhuma grande mudanca ao longo do periodo de imersao in vitro.
Cimento A foi ligeiramente mais forte do que o cimento B mostrando diferenca
significativa em 2 semanas dos testes. Forca de tracao in vivo: Cimento A mostrou
uma forca de tracdo de 6,9 N apds 3 dias, 81.4 N apos 1 semana, 220,7 N apos 2
semanas, e 167,8 N apés 4 semanas. Cimento B mostrou uma forca a retirada de
40.2 N ap6s 3 dias, 51,0 N apés 1 semana, 262,9 N apds 2 semanas, e 144,2 N
apos 4 semanas. Nao foi observada diferenca significativa entre o cimento e cimento
A B. As observacfes radiograficas e histologicas obtidas a partir de cimento A e B
cimento foram quase idénticas. Aos 3 dias apos o implante, o defeito foi encontrado
na interface do 0sso e o cimento, onde foram observadas lacunas na interface entre
0 cimento e 0 0sso original, e formacédo de 0sso novo nao foi observada. Nenhuma
falha foi encontrada na interface entre o cimento e o parafuso. Duas semanas apos
a implantacao, a formacdo de novo osso foi observada na interface cimento 6sseo
onde o tecido foi ligado diretamente ao cimento. Concluiu-se que 0s cimentos de
fosfato de célcio podem ser utilizados como biomaterial para melhorar a fixacdo de

implantes.

Ortega et al.*' relataram resultados do tratamento com implantes dentarios
inseridos em diversas situagcdes clinicas usando um biomaterial como

preenchimento 0sseo. Quarenta e trés pacientes com perda de dentes foram



tratados com 171 implantes Microdent®. BTCP (KeraOs®) foi usado em todos os
casos, como biomaterial para regeneracdo 0ssea. Os implantes foram carregados
depois de 6 meses. Os resultados clinicos indicaram uma taxa de sobrevivéncia e de
sucesso dos implantes de 98,8%. Este estudo sugere que o BTCP pode ser utilizado

com sucesso como material de enxerto em tratamentos de implantes dentérios.

Yamada et al.*?> compararam BTCP como material de enxerto ésseo para
aumentar rebordos alveolares altamente reabsorvidos. Foram utilizados os 0ssos do
cranio de 15 coelhos. Trés camaras cheias de titanio com blocos porosos de BTCP,
a-TCP, e coagulos de sangue foram colocadas em cada fenda. Os animais foram
sacrificados apos 2, 4 e 8 semanas. Analise histolégica e histomorfométrica foram
utilizadas. As particulas de osso recém-formado foram reabsorvidas por células
semelhantes a osteoclastos. Os autores sugerem que as particulas de BTCP
desaparecem progressivamente a partir da remodelacdo éssea em combinacdo com

a formacéao de osso.

Jensen et al.*®* compararam cicatrizacdo de defeitos com coagulo, o0sso
autdgeno particulado, e o0sso bovino desproteinizado (DBBM), trés compdsitos
bifasicos de fosfato de calcio (BCP) nas proporcdes (HA / TCP) 20/80, 60/40 e
80/20. Os defeitos foram preparados nas mandibulas de 24 porcos que foram
divididos em quatro grupos de seis, com tempos de 4, 13, 26 e 52 semanas,
respectivamente. A analise histologica e avaliacdo histomorfométrica focou nas
diferencas de quantidade e padrdo de formacédo Ossea, degradacdo do material de
enchimento e a interface entre 0 0sso e carga. Auto-enxerto mostrou mais formacao
O0ssea que DBBM, BCP, 80/20, 60/40 e BCP nas fases iniciais de cicatrizacdo e uma
maior percentagem de superficie coberta com enxerto 6sseo ao longo do periodo de
estudo. Histomorfometricamente, BCP 20/80 realizada semelhante ao autoenxerto
durante todo o periodo de cicatrizacdo ING, apesar de uma fraccdo menor da
superficie de enchimento coberta com 0sso ap0s 4 semanas. No entanto, ndo foram
observadas diferencas qualitativas. Células semelhantes a osteoclastos foram
ocasionalmente identificadas nas superficies de todos os materiais de enxerto. Auto-
enxerto e BCP 20/80 apresentou uma alta taxa de reabsorcédo, BCP 80/20 e 60/40
BCP teve uma taxa de reabsor¢do baixo, enquanto DBBM foi 0 Unico material que

ndo demonstrou evidéncias quantitativas de degradacao em 52 semanas.



Covani et al.>* em estudo prospectivo avaliaram a sobrevivéncia de implantes

instalados apds a elevacao de assoalho de seio maxilar, a longo prazo na pratica
clinica com pdés-operatdrio de cinco anos em pelo menos 50 pacientes. Foram
incluidos nesse estudo apenas pacientes com 12 meses ap0s a colocacdo do
implante. Os pacientes foram tratados de acordo com a técnica de duas fases e 0
preparo foi preenchido com BTCP. A sobrevivéncia do implante foi avaliada a cada 3
meses durante os primeiros dois anos, e depois a cada 6 meses até 5 anos. Esta
analise sugere que a elevacao do assoalho do seio maxilar com BTCP é uma opcao

clinica eficaz.

Lezzi et al.® avaliaram histoldgica e histomorfometricamente, em cirurgias de
enxerto de levantamento de assoalho de seio maxilar em seres humanos, tratados
com hidroxiapatita, ceramica bifasicas de fosfato de célcio, carbonato de célcio, osso
suino e 0sso bovino inorganico depois de um periodo de cicatrizacdo de 6 meses.
Um total de 15 pacientes, foram submetidos a 30 procedimentos de levantamento do
assoalho dos seios maxilares com um dos cinco biomateriais. Um total de 82
implantes dentarios foram inseridos nos seios aumentados ap6s um periodo de 6
meses. Algumas particulas de biomateriais foram parcialmente reabsorvidas e
substituidas por osso recém-formado. Exames histoldégicos e de histomorfometria
mostraram que em todos os biomateriais, 0sso recém-formado e particulas de
material enxertadas residuais representaram cerca de 30%. A alta microporosidade
permite, em todos os biomateriais, 0 crescimento interno do 0sso e dos vasos
recém-formados nos poros das particulas parcialmente reabsorvidas. Este estudo
apoia o fato de que todos estes biomateriais podem ser usados com éxito em

procedimentos de levantamento de assoalho de seio maxilar.

Shalash et al* avaliaram a eficacia do BTCP isoladamente e em
comparacao com matriz 6ssea desmineralizada (DBM) nas deficiéncias de rebordo
alveolar maxilar antes da colocacéo do implante. O estudo incluiu 20 pacientes com
atrofias maxilares horizontais limitados a um ou mais dentes vizinhos e largura do
rebordo inicial < 5mm. Os pacientes foram divididos em dois grupos iguais. O
aumento 6sseo foi realizado utilizando regeneracdo 6ssea guiada (ROG). No grupo |
ROG foi realizada utilizando apenas BTCP, enquanto que no grupo Il foram

utilizados tanto BTCP e DBM. Apdés um periodo de 6 meses, bidpsias de tecido



0sseo foram coletados de ambos os grupos e os implantes foram instalados. Um
caso de cada grupo demonstrou exposicdo precoce da membrana que exigiu sua
remocao apds quatro semanas deixando apenas 18 pacientes. Todos 0s demais
casos foram finalizados sem quaisquer efeitos adversos graves e demonstraram
clinicamente significativo aumento na largura do rebordo alveolar e resisténcia a
perfuracdo, quando o local de implantacao foi preparado. Exames histolégicos foram
usados para calcular a porcentagem de 0sso mineralizado. Tomografia
computadorizada foi usada para avaliar mudancas apical e crestal imediatamente
apos a colocacado do enxerto e apos seis meses. Os achados histologicos no grupo |
mostraram evidéncias de remodelacdo e novo 0sso que circunda os fragmentos de
enxerto. No grupo Il, grandes quantidades de tecido 6sseo e mineralizacdo com
vestigios minimos de material de enxerto rodeado por tecido 6sseo recém-formado.
Andlise dos cortes histologicos demonstraram que a percentagem de 0SSO
mineralizado na area obteve média de 40,1 % para o grupo | e 68,96% para 0 grupo
Il. A percentagem remanescente de B-TCP area média foi de 6,5% para o grupo | e
1,7% para o grupo Il. Houve uma diferenca estatisticamente significativa entre os
dois grupos, onde o grupo Il teve um percentual maior area de 0sso mineralizado e
uma porcentagem do material de enxerto restante do grupo | menor area.
Radiograficamente, a quantidade de ganho d&sseo tanto apical e crestal foi
estatisticamente significativa para ambos os grupos. Embora o grupo Il mostrou
maior ganho de 0sso com uma média de 1,37 mm crestal e 2,44 mm apicalmente,
onde essa diferenca nédo foi estatisticamente significativa. ROG utilizando B-TCP
pode resultar em bem sucedido aumento Osseo horizontal suficiente para a
colocacao de implantes enddsseos. Tanto B-TCP com DBM pode aumentar ainda

mais o valor do ganho 6ssea na area do defeito.

Zhang et al.®  em estudos com cimentos de fosfato de célcio (CPCs) para
substituicdo O0ssea enfocam alguns parametros de processamento, tais como o
tamanho das particulas, composicdo de reagentes de cimento e aditivos que podem
ser ajustados para controlar o processo de definicdo dos CPCs, influenciando seu
desempenho mecanico. A limitacdo real para uso de CPCs parece ser sua baixa
resisténcia a fratura e baixa capacidade mecéanica que até agora foram pouco
estudadas. CPCs com resisténcias comparaveis as do de osso cortical podem ser

produzidas, e estes cimentos podem ter potencial para a reparacdo de defeitos de



suporte de carga. Pesquisas devem se concentrar mais na tenacidade a fratura, a
tolerancia aos danos e confiabilidade e, especialmente, sobre as formas de melhora-
los sem sacrificar as outras propriedades importantes que fazem CPCs bons
substitutos 6sseos. No entanto, esta nova geracdo de cimentos compdsitos ainda
iria apresentar uma estrutura porosa limitada que dificulta ambas as interacbes com
fluidos biolégicos e colonizacdo celular. Um equilibrio, entdo, tem que ser
encontrado entre o desempenho biolégico e as mudancas no comportamento
mecanico provocado por tanto a macroporosidade e também o efeito compdsito. No
entanto, um estudo completo das reacbes quimicas, manuseio, performances

mecanicas e biologicas ainda néo foi realizado.

Tosta et al.®> investigaram a eficacia de um fosfato de célcio bifasico como
um material de enxerto 6sseo para o levantamento de assoalho do seio maxilar em
humanos. Quinze pacientes selecionados para o aumento do seio foram enxertados
com fosfato de calcio bifasico, e outros 15 pacientes foram enxertados com 0sso
autdgeno colhido na hora da cirurgia, da regido oral. Ap6s 9 meses, bidpsias de
tecido 6sseo foram coletadas a partir das areas de colocacdo dos implantes para
analise histologica e avaliacdo histomorfométrica. As areas enxertadas com 0sSso
autdgeno apresentaram formacédo de osso com um padrdo muito semelhante ao da
area nativa. A histomorfometria demonstrou que a quantidade de osso neoformado
no grupo 0sso autdégeno foi significativamente maior do que no grupo de fosfato de
calcio bifasico (P <0,05). No grupo de fosfato de calcio bifasico, menor formacéo de
osso foi observada na regido mais distante a partir da interface osso nativo do que
na regido mais estreita para a interface osso nativo (P <0,05), enquanto que néo se
observaram diferencas significativas entre as duas zonas do grupo autégeno. Em
ambos 0s grupos, a taxa de sobrevivéncia do implante foi de 100%, com um minimo
de 1 ano de acompanhamento. Os dados apresentados neste trabalho confirmam as
propriedades osteocondutoras do fosfato de calcio bifasico, bem como a sua

utilizacao para o tratamento de levantamento de assoalho de seio maxilar.

Chou et al.® em estudo para examinar as propriedades de regeneracao
O0ssea de BTCP no reparo de defeitos em calvarias de ratos, afirmam que estes
materiais naturais possuem rede porosa interligada Unica. Foram criados defeitos

0sseos de 5 mm de diametro em calvarias de 20 ratos Wistar machos adultos. A



taxa de osso recém-formado foi medida radiologicamente por raio-X,
microtomografia computadorizada e exame histologico. Apds 2 semanas, 0 grupo
BTCP apresentou fechamento completo do local do defeito, enquanto que o grupo
controle permaneceu sem formacdo Ossea. Observaram no grupo BTCP, um
crescimento 0sseo significativo a partir de 2 semanas de pos-operatorio, com taxa
muito mais elevada de formacdo 6ssea quando comparado com 0O grupo controle
vazio. Nenhuma reacdo dos tecidos moles foi observada e os ratos permaneceram
saudaveis. Estes resultados mostraram que o BTCP, possui potencial para aplicacédo

como enxertos 6sseos para cirurgias de levantamento de assoalho do seio maxilar.

Lange et al. em um estudo comparativo por meio de microtomografia
computadorizada entre fosfato de calcio bifasico e 0sso bovino desproteinizado em
levantamento de assoalho do seio maxilar em humanos, trataram cinco pacientes
com maxilas atréficas. Os pacientes submeteram-se a elevacdo do seio maxilar
bilateral com DBA (Bio-Oss®) e BTCP (Straumann BoneCeramic). Depois de 3 a 8
meses, 32 implantes foram colocados, e bidpsias foram realizadas. O volume de
enxerto, o grau de mineralizacdo 6ssea, e 0s numeros de osteoclastos e ostedcitos
foram semelhantes, mas enxerto com BTCP obteve relativamente mais ostedide do
que pelo DBA. O BTCP e materiais DBA apresentaram padrdes osteocondutores
semelhantes e sinais de formacdo 6ssea mais ativa foram observadas em BTCP do

gque em enxerto com DBA.

3.3PRF-L

|18

Estudos de Choukroun et al.”™™ definiram conceitos tecnolégicos e evolucéo do

PRF — L, que pertence a uma nova geracdo de concentrados de plaquetas com
preparacao simplificada sem manipulacdo bioquimica de sangue. Um dos grandes
desafios clinicos € o desenvolvimento de aditivos cirdrgicos bioativos que regulam o
processo inflamatério e aumento da cicatrizacdo. A fibrina é a forma ativada de uma
molécula fibrilar sollivel, macicamente presente tanto em plasma e plaquetas,

desempenhando um papel determinante durante a hemostasia. O fibrinogénio é o



substrato final de todas as reacdes de coagulacdo. Sendo uma proteina soltvel, o
fibrinogénio é transformado em fibrina e constitui a primeira matriz de cicatrizacdo de
feridas do sitio cirargico. O modo de funcionamento de adesivos de fibrina reproduz
a ultima fase das cascatas enzimaticas de coagulacdo durante o qual o fibrinogénio
€ convertido em fibrina, na presenca de trombina, fator XIll, e fibronectina. PRF - L
foi inicialmente desenvolvido na Franca por Choukroun et al. (2001) para uso
especifico em cirurgia oral e maxilo-facial. O protocolo PRF — L € muito simples, uma
amostra de sangue é coletada sem anticoagulante em 10 ml em tubos vacutainers
que sao imediatamente centrifugados a 3000 rpm (aproximadamente 400g de
acordo com nossos calculos) por 10 minutos. O fibrinogénio € inicialmente
concentrado na parte alta do tubo, antes da trombina circulante transforma-lo em
fibrina. Um coagulo de fibrina é entdo obtido no meio do tubo, entre os glébulos
vermelhos no fundo e no plasma acelular na parte superior. O sucesso desta técnica
depende inteiramente da velocidade de coleta do sangue e da transferéncia para o
centrifugador. A manipulacéo rapida é a Unica maneira de obter um coagulo de PRF
- L clinicamente utilizavel. Se a duracdo necessaria para coletar sangue e
lancamento de centrifugacdo for muito longa, pode ocorrer falha na obtencédo do
PRF-L. O modo de polimerizacdo lenta confere a membrana de PRF — L uma
arquitetura fisiolégica particularmente favoravel para apoiar o0 processo de

cicatrizacao.

Dohan et al.', estudaram as caracteristicas biologicas das plaquetas
associada ao PRF — L. Durante o processamento do PRF - L por centrifugacéo, as
plaguetas sdo ativadas e sua enorme degranulacdo implica uma liberagdo muito
significativa de citocinas. Para um estudo comparativo, portanto, deve-se quantificar
PDGF-BB, TGFb-1 e IGF-1 no PPP (plasma pobre em plaquetas), sobrenadante e
PRF — L. A quantificacdo de citocinas de plaquetas no PRF — L, portanto, constitui
um passo significativo na compreensao deste biomaterial, porque estas moléculas
soltveis sdo mediadores no processo inflamatorio. No entanto, na realidade, muito
mais do que a quantificacdo, é o seu modo de incorporacdo a matriz de fibrina que
parece ser muito importante para determinar. Estas andlises iniciais revelaram que a
polimerizacdo da fibrina durante o processamento lento de PRF - L conduz a
incorporacgdao intrinseca de citocinas e nas malhas de fibrina. Este resultado implica

que PRF - L, ao contrario dos outros concentrados de plaguetas, é capaz de liberar



progressivamente citocinas durante remodelac&do da matriz de fibrina; tal mecanismo
poderia explicar as propriedades curativas clinicamente observados do PRF — L. A
coleta de sangue foi realizada em 15 voluntarios. Amostras de sangue foram
coletadas de acordo com o protocolo PRF — L: 10 ml de sangue em tubos de plastico
revestido de vidro e imediatamente centrifugados a 3000 rpm (aproximadamente 400
g) por 10 minutos. Depois do processamento, 2 amostras de PRF — L foram
separadas. Os 2 tipos de amostras foram armazenadas em tubos de Eppendorf a -
80 °C. As taxas de PDGF-BB, IGF-1, e TGFb ere-1 nestas amostras foram
quantificadas por ELISA (Quantikine, R & amp; D Systems, Minneapolis, Minn). Os
valores foram entdo comparados com os obtidos em sangue total de acordo com o
protocolo 2 a amostra de sangue foi tirada em um tubo seco e ainda manteve
durante 30 minutos, para deixa-lo tempo suficiente para coagular completamente.
Em seguida, o tubo foi submetido a uma centrifugacdo de 15 minutos a 1000g,
tornando possivel recuperar um soro representante para as taxas de citocinas do
sangue completamente ativada. A amostra de sangue foi feita com anticoagulante
(EDTA, citrato, ou heparina) e imediatamente centrifugadas durante 15 minutos a
1000g. Andlise de Plasma, em seguida, apresentou taxas de citocinas que
circulantes livres no sangue. Em primeiro lugar, ndo houve diferenca significativa
entre as concentracdes de citocinas medidos no sobrenadante PPP e aqueles no
coagulo real PRF. Em segundo lugar, PDGF-BB e TGFb-1 taxas medidos em
sobrenadantes e PRF coagulos exsudato sdo bastante. Esta primeira analise
bioquimica da composicdo do PRF - L indicou que este consiste de um biomaterial
de montagem intima de citocinas, cadeias glicanicas, e glicoproteinas estruturais
enredadas dentro de uma rede de fibrina polimerizada lentamente. Esses
componentes bioquimicos com efeitos sinérgicos sobre o processo de cura. Como
exemplo, a fibronectina na proliferacao celular, potencializa os efeitos estimulantes
de PDGF-BB. Estes dados preliminares, portanto, implica que PRF — L ndo seria
apenas uma nova geracdo de gel de plaquetas, mas um concentrado de cura

completamente usavel.

Dohan et al.*?, em estudo de avaliagio de ativagdo de leucdcitos,

investigaram as caracteristicas imunoldgicas do PRF - L. Durante o processamento

do PRF - L, leucdcitos também poderiam secretar citocinas em reacdo ao processo



hemostéatico e inflamatério induzido artificialmente no tubo centrifugado.
Quantificaram 5 mediadores celulares significativos dentro do sobrenadante de
plasma pobre e PRF — L: trés citocinas pré-inflamatérias (IL-1b, IL-6, e TNF-a), uma
citocina anti-inflamatoria (IL-4), e um fator de crescimento de angiogénese (VEGF).
Os dados foram correlacionados com os valores obtidos no plasma (sangue nao
ativado) e no soro (sangue ativado). Analises iniciais revelaram que PRF - L pode
regular o processo inflamatério e aumentar imunidade local. Este conceito poderia
explicar a reducdo de infeccbes poés-operatérias quando PRF - L é usado como
aditivo cirargico. Para o estudo, coleta de sangue foi realizada em 15 voluntérios.
Amostras de sangue foram coletadas de acordo com o protocolo PRF — L: 10 ml de
sangue em tubos de plastico revestido de vidro e imediatamente centrifugados a
3000 rpm (aproximadamente 400 g) por 10 minutos. Depois do processamento, 2
amostras de PRF — L foram separadas. Os 2 tipos de amostras foram armazenadas
em tubos de Eppendorf a -808 C. As taxas de PDGF-BB, IGF-1, e TGFb ere-1
nestas amostras quantificadas por ELISA (Quantikine, R & amp; D Systems,
Minneapolis, Minn). Os valores médios foram diferidos em histogramas e analisados
estatisticamente. Estes valores foram entdo comparados com o0s obtidos em sangue
total de acordo com o protocolo 2: - A amostra de sangue foi tirada em um tubo seco
e ainda manteve durante 30 minutos, para deixa-lo tempo suficiente para coagular
completamente. Em seguida, o tubo foi submetido a uma centrifugacdo de 15
minutos a 1000g, tornando possivel recuperar um soro representante para as taxas
de citocinas do sangue completamente ativada. A amostra de sangue foi feita com
anticoagulante (EDTA, citrato, ou heparina) e imediatamente centrifugadas durante
15 minutos a 1000g. Dois principais itens de dados foram destacados pela andlise
estatistica dos resultados obtidos. Em primeiro lugar, ndo existem diferencas
significativas (P \ 5%) entre as concentracdes de citocinas medidos no sobrenadante
PPP e aqueles no coagulo real PRF. Em segundo lugar, os valores obtidos nos
exsudados (ou coagulo PRF PPP sobrenadante) sdo significativamente mais altos
do que os medidos em amostras de plasma e de soro. As citocinas desempenham
um papel significativo no equilibrio delicado de homeostase do tecido. Embora
CPRP e agora caracteristicas de plaquetas PRF ja estdo bem documentados, isso
definitivamente ndo é o caso para os aspectos inflamatérios. Os resultados obtidos,

portanto, abrir uma nova investigacdo as operacfes para a compreensao dessas



tecnologias, porque PRF ndo é apenas um concentrado de plaquetas, mas também
um né imunolégico capaz de estimular os mecanismos de defesa. E até provavel
que a regulacdo inflamatoria significativa observada em locais cirdrgicos tratados
com PRF - L é o desfecho de efeitos de citocinas na rede de fibrina e liberadas

durante a remodelacao desta matriz inicial.

Choukroun et al.?® investigaram sobre a biologia de PRF - L com os resultados
clinicos, para determinar as potenciais areas de aplicacdo para este biomaterial. O
raciocinio é estruturado cerca de 4 eventos fundamentais da cicatrizacdo, ou seja, a
angiogénese, controle imunoldgico, células-tronco circulantes e epitelizacdo da
ferida. Estas sdo as 3 chaves para a cura e dos tecidos moles maturacdo Todas as
aplicacdes clinicas conhecidas do PRF - L destacam uma cicatrizacdo de tecidos
acelerado devido o desenvolvimento de neovascularizacdo eficaz, acelerado ferida
fechando com rapida remodelacdo do tecido cicatricial, e auséncia quase total de
eventos infecciosos. Assim, a presente pesquisa inicial faz com que seja possivel
planejar varias aplicaces futuras PRF, incluindo cirurgia plastica e osso, desde que
os efeitos reais sao avaliados tanto com imparcialidade e rigor. A experiéncia clinica
confirma que PRF - L pode ser considerado como um biomaterial de cura. Dispde de
todo o parametros necessarios que permitem a cura Optima. Estes consistem numa
matriz de fibrina polimerizada em tetramolecular estrutura, a incorporacdo de
plaguetas, leucécitos,e citocinas, e a presenca de haste circulante células. Apesar
do fato de que as citocinas séo presos em PRF gradualmente libertado e capaz de
acelerar a celular fenomeno, a estrutura da rede de fibrina € a elemento-chave de
todos melhoraram PRF processos de cura. Finalmente, do ponto de vista clinico, isto
biomaterial parece acelerar a cicatrizacao fisiolégica e 0s numerosos perspectivas

da PRF ainda tem que ser clinicamente testados.

Choukroun et al. em avaliacdo histologica do efeito de PRF - L na
maturacdo do enxerto 0sseo na elevacdo do seio em combinacdo com enxerto
osseo liofilizado (FDBA) (Phoenix; TBF, Franca). Nove aumentos do assoalho do
seio foram realizados. Em 6 sitios, PRF foi adicionado as particulas FDBA (grupo de
teste), e em 3 locais FDBA sem PRF foi utilizado (grupo controle). Quatro meses
mais tarde para o grupo de teste e 8 meses mais tarde para o grupo de controlo, as

amostras de osso foram colhidas a partir da regido aumentada durante o processo



de insercdo do implante. Estas amostras foram tratadas para analise histoldgica.
Avaliacfes histologicos revelaram a presenca de osso residual cercado por 0SSO
recém-formado e do tecido conjuntivo. Apds 4 meses de tempo de cura, maturacao
histol6gica do grupo de teste parece ser idéntico ao do grupo de controlo apés um
periodo de 8 meses. Além disso, as quantidades de osso neoformado foram
equivalentes entre os 2 protocolos. Com aumento FDBA e PRF leva a uma reducao
do tempo de cicatrizacdo antes da colocacdo do implante. Do ponto de vista
histoldgico, este tempo de cicatrizacdo poderia ser reduzido para 4 meses, mas
estudos em grande escala ainda sdo necessarios para validar estes primeiros

resultados.

Para Raja e Naidu o PRF - L é amplamente utilizado para acelerar a
cicatrizacdo de tecido mole e de tecido 6sseo. Este estudo descreve a evolucao
deste novo concentrado de plaquetas, denominado PRF - L. A quantidade
necessaria de sangue é tirada para dentro de tubos de ensaio de 10 ml sem
anticoagulante e imediatamente centrifugado. O sangue é centrifugado usando uma
centrifuga de bancada (REMY® Laboratérios) durante 12 min a 2.700 rpm. O
produto resultante consiste de trés camadas seguintes: - Camada superior que
consiste em acelular (PPP); - PRF - L (coagulo no meio); - Hemécias na parte
inferior. Tem-se demonstrado varias vantagens sobre PRP preparado
tradicionalmente. Suas principais vantagens incluem a facilidade de preparacéo e
falta de manuseio bioquimico do sangue, o que torna esta preparacdo estritamente
autdloga. Concluiram que a popularidade deste material deve aumentar
considerando as suas muitas vantagens. No futuro, as avaliacdes histologicas sao
necessarias para entender os beneficios deste concentrado de plaquetas de

segunda geracéao.

Ehrenfest, Rasmusson e Albrektsson classificaram os concentrados de
plaguetas a partir de plasma puro rico em plaquetas (PRP-P) para fibrina rica em
plaguetas e leucocitos (PRF - L), mas a sua eficacia ainda continua controversa. O
objetivo é reconhecer que ha varias técnicas disponiveis, no entanto, suas
aplicacdes apresentam-se confusas, pois cada método conduz a um produto
diferente, com uma biologia diferente e potencial de uso também diferente. A

classificacdo desses diferentes concentrados se da em quatro categorias,



dependendo do seu teor de leucdcitos e de fibrina: - plasma rico em plaguetas puro
(P-PRP), tal como PRP separador de células, Vivostat PRF ou de PRGF Anitua; -
plasma Rica em plaquetas e leucécitos (L-PRP), como Curasan, Regen, Plateltex,
SmartPrep, PCCS, Magellan ou GPS PRP; - fibrina pura em plaguetas (P-PRF), tal
como Fibrinet; - fibrina rica em plaquetas e leucécitos (L-PRF), tal como PRF - L de
Choukroun. Esta classificacdo deve ajudar a elucidar sucessos e fracassos que
ocorreram até agora, bem como uma panacéia de abordagens para o

desenvolvimento destas técnicas.

Gassling et al. estudaram o PRF — L em forma de membranas utilizadas
para cobrir 0 0sso alveolar em varios estudos in vivo. Existem poucas pesquisas in
vitro sobre PRF - L e ndo h& estudos utilizando células de periésteo para engenharia
de tecidos humanos. Este estudo compara PRF - L com a membrana de colageno
Bio-Gide para engenharia de tecidos periosteal. Células do periésteo humanos
foram semeadas em pedacos de membrana (colageno Bio-Gide e PRF - L).
Membranas de colageno Bio-Gide mostraram biocompatibilidade ligeiramente
inferior ao PRF - L. PRF - L parece ser superior ao colageno (Bio-Gide) como
andaime para humanos em proliferacdo de células de periésteo. Membranas de PRF
- L sdo adequados para cultivo in vitro de células de periésteo para engenharia de

tecido 6sseo.

Mazor et al. em estudos de levantamento de assoalho do seio maxilar com
a colocacdo do implante simultaneo sem material de enxerto 0sseo, afirmam que
essa € uma técnica muito discutida, e que esta pode ser melhorada e assegurada
pelo uso de PRF - L (técnica de Choukroun). Avaliaram a relevancia de coagulos e
membranas de PRF - L como o material de preenchimento Unico durante elevacao
do seio com instalacdo de implantes imediatos por meio de exames radioldgicos e
analises histoldgicas. Vinte e cinco procedimentos de eleva¢des do seio com PRF -
L foram realizados em 20 pacientes como Unico biomaterial de preenchimento. Apos
6 meses, biopsias 6sseas foram colhidas na parede vestibular do rebordo 6sseo ao
nivel da janela de osteotomia e avaliada por histomorfometria. Todos os implantes
foram inseridos em altura dssea residual entre 1,5 e 6 mm. O ganho de osso final foi
muito significativo (entre 7 e 13 milimetros). Apds andlises radioldgicas, a posicédo do

seio maxilar final foi na continuacdo da extremidade do implante. Todas as biopsias



mostraram 0sso bem organizado. A utilizacdo de PRF - L como material de
preenchimento Unico durante procedimento de elevacdo do seio com instalacao
imediata do implante teve um alto volume de osso regenerado. PRF - L € um
biomaterial simples e barato, e seu uso durante elevacdo do assoalho do seio

maxilar parece uma opcao relevante.

Toffler et al. estudaram PRF — L e apontaram que esse biomaterial é uma
segunda geracdo de concentrado de plaquetas amplamente utilizado para acelerar a
cicatrizacdo de tecidos moles e duros. O objetivo desse estudo foi verificar as
vantagens sobre o PRP que incluem a facilidade de preparacado/aplicacdo e sem
necessidade de modificacdo bioquimica (sem trombina bovina ou anticoagulante).
PRF - L € uma matriz de fibrina estritamente autéloga contendo uma grande
guantidade de plaquetas, leucdcitos e citocinas. Varios estudos tém mostrado que a
regeneracdo 6ssea pode ser melhorada pela adicdo de fatores de crescimento de
PRP. Fatores de crescimento como PDGF, TGF-B, e IGF-1 no local da cirurgia,
enriguecem o coagulo de sangue natural, a fim de acelerar a cicatrizacdo de feridas
e estimular a regeneracdo 0ssea. Um coagulo de sangue humano natural, contém
95% de globulos vermelho (RBCs), 5% de plaguetas, menos de 1% de glébulos
brancos (leucécitos), e quantidades numerosas de cadeias de fibrina. Um coagulo
de sangue de PRP, por outro lado, contém 4% GVs, 95% de plaquetas, e 1% WBCs.
As primeiras experiéncias clinicas parecem indicar que a PRF - L melhora a

cicatrizacdo de tecido mole e maturacao de enxertos 0sseos.

Del Corso et al. apontaram que PRF - L pode ser considerado um bom
material para acelerar a cicatrizacdo, incorporando leucécitos, plaquetas e uma
ampla gama de proteinas dentro de uma matriz de fibrina densa. PRF — L possui
lenta liberacdo de fatores de crescimento e glicoproteinas ao longo de varios dias.
Esta membrana bioativa natural pode aumentar tecidos moles/duros e ao mesmo
tempo proteger ambos o0s locais cirlirgicos e materiais enxertados das agressoes
externas. O objetivo desse estudo foi de propor uma visédo geral do uso do PRF - L
em procedimentos de regeneracédo tecidual. O PRF - L pode ser utilizado como um
material de preenchimento em avulsdo (ou extragcdo) ou misturado com um
substituto de osso. Utilizado como uma membrana de revestimento para a

regeneracdo Ossea guiada (GBR), PRF - L tanto protege o material enxertado e



acelera o fechamento da ferida, particularmente quando sutura contigua das
margens da ferida ndo é possivel. A gama de aplicacdes clinicas do PRF - L é
ampla, mas um conhecimento exato do biomaterial, sua biologia, eficiéncia e

limitacGes € necessario para otimizar sua utilizacdo na pratica clinica.

Rodella et al. " avaliaram a presenca de importantes fatores de crescimento
(TGF-B1 e VEGF) envolvidos na regeneracdo de tecidos, uma vez que as células-
tronco circulantes sdo recrutadas do sangue através das plaquetas para o tecido
ferido. Os concentrados de fatores de crescimento (CGF) sdo produzidos através da
transformacdo do sangue com um dispositivo especial de centrifugacdo. Amostras
de sangue venoso foram coletadas de seis voluntarios saudaveis. O CGF foi
produzido a partir de 9 ml de sangue coletado em tubos estéreis vacutainers sem
solucbes anticoagulantes. Esses tubos foram depois imediatamente centrifugados
(Medifuge MF200, SRL Silfradent, Italia), utilizando um programa com as seguintes
caracteristicas: 30 @ aceleracao, 2 '2.700 rpm, 40 2.400 rpm, 2.700 rpm, 40, 30,
3.000 rpm, e 36 @ desaceleracdo e parada. No final do processo existem forma-se
trés constituintes do sangue: (PPP) na camada superior de plasma pobre em
plaguetas; no meio o gel de fibrina Rica em plaquetas com agregacéao de fatores de
crescimento (CGF); na camada inferior os globulos vermelhos (RBC) (Fig. 1). Este
estudo demonstrou a presenca de TGF-f1 e VEGF em CGF e RBC em camadas,
sugerindo que procedimentos com CGF pode otimizar a quantidade de fatores em

aplicacdes clinicas.



Figura 1. Amostra de sangue, apds a centrifugacao, sem anticoagulante (PPP- plasma
pobre em plaquetas; CGF- com agregacao de fatores de crescimento, RBC-glébulos
vermelhos)

Fonte: Rodella et al., 2010

Kobayashi et al. 2 preconizaram que para avaliar com precisdo o resultado
clinico do PRF - L, o protocolo de preparacédo deve ser padronizado. Coagulos de
PRF - L preparados na hora foram compactados em uma fina membrana pelo
dispositivo de compressdo do PRF - L. O sangue foi coletado a partir de 5
voluntarios saudaveis. As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas
por um sistema de centrifugacdo Medifuge (Silfradent S.rl, Santa Assim fia, Italia),
utilizando um programa com as seguintes caracteristicas: 3000 de aceleracéo, 20-
2700 rpm (600 g), 40 - 2400 rpm (500 g), 30-3000 rpm (800 g), e 3600 e
desaceleracdo. A localizacdo das plaguetas foi examinada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e imunocoloracdo. Os niveis de fatores de
crescimento foram avaliados por bioensaios e técnicas de matriz de citocina-
anticorpo. Em concluséo, é dificil dizer com precisdo como controlar a qualidade dos
materiais de origem humana, tais como preparacfes de PRF - L, mas € muito
importante realizar o mais alto nivel de controle de qualidade sobre os preparativos

do PRF - L antes da sua aplicacdo em um ambiente clinico. Para a padronizacéo de



preparacdes de PRF - L como um material de enxerto para a regeneracdo de
tecidos, foi proposto a utilizacdo da regido da membrana PRF - L com a maior area
de enriquecimento de plaquetas e, além disso, ndo espremer para fora todo o
plasma contido nos coagulos originais de PRF - L. A utilidade clinica deve ser

avaliada em estudos clinicos.

Estudos de Ehrenfest et al." apontam a classificacdo de concentrados de
plaguetas para utilizacdo cirdrgica, preparacdes regenerativas autdgenas,
produzidas pela centrifugacdo da amostra de sangue do proprio paciente. A
literatura sobre o tema é consideravel, mas os resultados publicados sdo muitas
vezes contraditorios. E muito dificil de classificar e interpretar os dados disponiveis,
devido a um grande numero de técnicas de preparacdo, terminologias e formas

destes materiais, bem como uma lista infinita de aplicagdes potenciais.

Classificacdo dos principais métodos disponiveis para a producdo de
concentrados de plaquetas: P - PRP — Plasma Rico em Plaquetas Puro; L - PRP
— Plasma Rico em Plaquetas e Leucdcitos; P-PRF — Fibrina Rica em Plaquetas

Pura; PRF - L - Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos.

Mesmo se todas as técnicas e conceitos similares se mantenham dentro dos
limites deste sistema de classificacdo, as variacfes possiveis das técnicas de
producdo séo infinitas. Este sistema de classificacdo deve ser considerado como
diretrizes para a preparacao de trabalhos de pesquisa sobre o tema e melhorar o

nosso conhecimento dessas preparacoes.

Naik et al. * em uma reviséo critica do papel do PRF - L na cicatrizacdo de
feridas. analisaram e discutiram as estratégias disponiveis para o uso do PRF - L em
odontologia. PRF - L é uma matriz de fibrina em que as citocinas de plaquetas,
fatores de crescimento e as células estdo presas e podem ser liberadas depois de
um determinado periodo de tempo e que pode servir como uma membrana
reabsorvivel. A busca eletrénica resultou em 302 artigos com base em critérios de
inclusdo e exclusdo que foram especificamente pre-determinados, 72 trabalhos
foram identificados como adequados aos critérios de inclusdo e os restantes 230

artigos foram excluidos. A conclusdo que se chegou foi que o PRF - L, tem uma boa



perspectiva para a sua utilizacdo a titulo de ajuda de regeneracéo tecidual em varios

aspectos da odontologia.

Tunali et al. desenvolveram uma nova fibrina rica em plaquetas preparado
em tubos vacutainers de titanio para a formacao de fibrina rica em plaquetas e
leucécitos (T-PRF - L). Baseiam na hip6tese de que os tubos de titanio podem ser
mais eficazes na ativacdo de plaquetas do que os tubos de vidro utilizados por
Chouckroun em seu método de PRF - L. O objetivo foi o de encontrar um modelo
animal adequado para se avaliar 0 método e para investigar a eficacia da T-PRF - L
para a cicatrizacdo de feridas. Amostras de sangue de seis coelhos foram utilizados
para confirmar o protocolo para a formacdo de t-PRF - L. Avaliaram
morfologicamente T-PRF - L e os coagulos através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV). O sangue coletado foi centrifugado durante 15 min a 3500 rpm e,
15 dias apos a colocacdo da membrana, descobriram formacao de tecido conjuntivo
e de tecido 6sseo na membrana T-PRF - L. Estes resultados mostraram que o t-PRF
- L pode induzir a formacéo de 0sso e tecido conjuntivo, e cicatrizacdo de feridas no

prazo de 30 dias de tratamento.

Seung et al. estudaram PRF - L como material de enxertia Unico em
procedimento de elevacdo do seio com colocacdo de implantes imediatos. Tem-se
demonstrado pelas pesquisas que a elevacdo do seio simultdneo a instalacdo de
implantes usando PRF — L como material Unico de enxerto € um procedimento
confiavel, promovendo aumento 6sseo no seio maxilar. Um implante foi colocado
apos a elevacao do assoalho do seio maxilar de seis caes. Os implantes foram
deixados no local durante seis meses. Os achados deste estudo sugerem que a
elevacdo do seio com colocacao simultdnea de implantes usando PRF — L como
material de enxertia Unico ndo € um procedimento previsivel e reprodutivel,
especialmente no que diz respeito a formacdo 6ssea ao redor dos implantes na

cavidade maxilar.

Kim et al. compararam PRP, PRF - L e fator de crescimento concentrado
(CGF) na cicatrizacdo de defeitos em calvaria de coelhos. Doze coelhos foram
incluidos neste estudo randomizado e prospectivo. Defeitos de 15 mm de diametro
foram criados no osso parietal e preenchidos com PRP, PRF - L, CGF, e o grupo

controle sem preenchimento. O volume da densidade mineral éssea e 0sso foram



analisados com microtomografia computadorizada (MCT) e analise histomorfométrica
na 62 e 122 semana. Os resultados apontam que em analise uCT, a densidade
mineral 6ssea e volume 6sseo foi maior no grupo experimental do que nos controles,
tanto a 62 e 122 semana, mas ndo entre 0s grupos experimentais. Da mesma forma,
a analise histomorfométrica revelou que mais osso formado foi observado no grupo
experimental. Conclui-se que a adicdo de PRP, PRF - L, e CGF tenha aumentado
significativamente a formacao 6ssea na 62 semana. O efeito de PRP, PRF - L, e
CGF séo semelhantes e podem ser Uteis no futuro para aumentar a taxa de sucesso

do enxerto 6sseo.

Yelamali e Saikrishna®’ discorreram sobre um estudo comparativo com PRF —

L e PRP na cicatrizacdo de feridas de terceiros molares extraidos. Este estudo
incluiu 20 pacientes que se submeteram a extracdo bilateral de terceiros molares
retidos. PRF - L e PRP foram preparados a partir de sangue autélogo dos pacientes
e colocados nos locais das extracfes do lado direito e esquerdo da boca dos
pacientes, respectivamente. Os dados para a cicatrizacdo dos tecidos moles foram
registrados no final de uma semana, usando o indice de reparacdo de Landry et al. e
os dados para a reparacao do tecido 6sseo foram registrados no final de 4 meses
usando imagens digitalizadas orthopantomogram no Adobe Photoshop CS, que foi
entdo comparada entre os dois locais do mesmo paciente. Os resultados apontam
que os valores médios de cicatrizagcdo dos tecidos moles recolhidos em uma
semana de pés-operatorio, para o grupo PRF - L foram significativamente maiores
em relacdo ao grupo PRP. E os valores médios de densidade 6ssea recolhidos no
final do quarto més de pds-operatério, para o grupo PRF - L também foram
significativamente maiores em relacdo ao grupo PRP. PRF - L é significativamente
melhor para promover a cicatrizacdo do tecido mole e também a regeneracédo 0ssea

em comparacédo com o PRP.

Boora, Rathee e Mohanee estudaram a viabilidade de PRF - L no reforco
da cicatrizacao do tecido 6sseo. Este estudo prospectivo avaliou o efeito de PRF - L
aplicado sobre implante. Vinte individuos sistemicamente saudaveis com facil
manutencao da higiene oral foram divididos em dois grupos: grupo de estudo — PRF
— L; e grupo controle - sem PRF - L. Os individuos foram avaliados clinicamente e

radiograficamente no momento da colocac¢ao do implante, um més e trés meses de



pos-operatorio para tecidos moles peri-implantar e crista 6ssea. Todos os implantes
permaneceram ap0s 3 meses. A média das alteracdes désseas marginais foram
observadas desde o inicio até trés meses em ambos os grupos. Nao ha diferencas
significativas na profundidade de sondagem e sangramento. Dentro das limitacdes
deste estudo, PRF - L pode ser considerado como um biomaterial de enxerto com
potencial efeito de regeneracdo tecidual sobre o tecido peri-implantar e pode ser

usado como um adjuvante terapéutico em procedimento de colocacdo do implante.

Knapen et al. discorreram sobre o efeito do PRF - na regeneracéo 0ssea,
comparando o efeito potencial de PRF — L com hidroxiapatita bovina (BHA), BHA +
PRF - L e grupo controle sem preenchimento de biomaterial, em um modelo
padronizado em calvaria de coelhos. O efeito positivo do PRF - L na osteogénese
tem sido amplamente descrito in vitro. No entanto, existem pouco estudos clinicos e
muito controverso em demonstrar um efeito benéfico significativo de PRF - L na
regeneracao 0ssea. Foram implantados 72 hemisférios na calvaria de 18 coelhos e
preenchidos com os trés biomateriais diferentes. Andlises histomorfométrica e
histol6gica foram realizadas. De acordo com o presente estudo, PRF - L ndo parece
fornecer qualquer efeito adicional sobre a cinética, qualidade e quantidade de 0sso

no atual modelo de regeneragéo 0ssea guiada.

Schar et al. em estudo in vitro, pesquisaram diferentes concentrados
plaquetérios ricos em fatores de crescimento. Os diversos protocolos de preparacao
e a falta de conhecimento de suas propriedades dificultam a interpretacdo dos
resultados clinicos. O objetivo desse trabalhofoi de analisar a concentracdo e
cinética de fatores de crescimento liberados a partir de PRF - L, PRP-L, e coagulo
de sangue natural durante o cultivo in vitro. Os concentrados foram cultivados in vitro
por 28 dias e os sobrenadantes recolhidos apés 8 horas e 1, 3, 7, 14 e 28 dias.
Fatores de crescimento bl (TGF-B 1), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento tipo insulina (IGF-1), fator de crescimento derivado de
plaquetas AB (PDGF-AB), e interleucina-1B (IL-1B) foram medidos com ensaio
imunoenzimético. Concluiram que o PRF - L pode oferecer vantagens em relacdo a
L-PRP compreendendo quantidades mais elevados de TGF-B1 liberado por mais

tempo e inducao mais forte de migracao celular in vitro.



3.4 Associacédo de biomateriais BTCP e PRF - L

Bolukbagi et al. ' avaliaram por meio histolégico e histomorfométrico no
tratamento de defeitos dsseos criados em tibias de 6 ovelhas usando a combinacéo
de fosfato de célcio bifasico com PRF - L. O potencial para o0 aumento do tecido duro
do PRF - L como um material de enxerto Unico ou em combinacdo com outros
materiais de enxerto tem sido investigado em varios estudos. Foram criados
defeitos de 5 mm de didmetro em ambas as tibias das ovelhas. Os defeitos foram
preenchidos com BCP, PRF - L, ou BCP + PRF - L e os defeitos sem preenchimento
usados como controle. Os animais foram sacrificados aos 10, 20 e 40 dias. Todos 0s
grupos apresentaram sinais de necrose. Sinais de inflamacdo foi observada em
todos os grupos de 10 e 20 dias. Durante o periodo de avaliacdo de 40 dias, 0 grupo
PRF + BCP apresentaram as maiores proporcées de novo osso formado. Os outros
trés grupos apresentaram resultados estatisticamente semelhantes. O presente

estudo revelou um aumento na formacéo 6ssea com a adi¢cdo de PRF - L + BCP.

Yilmaz et al. 2 num estudo para avaliarem o efeito do PRF - L e BTCP,
isoladamente ou em combinacéo, sobre a regeneracdo 6ssea em defeitos tibiais de
porco. Quatro defeitos padronizados foram preparados em ambas as tibias de trés
porcos adultos do sexo masculino. O primeiro defeito foi deixado sem preenchimento
como um controle; os outros foram enxertados com PRF - L, BTCP ou PRF - L
misturado com BTCP. Todos os animais foram sacrificados na 122 semana pos-
operatoria e 0s 0ssos da tibia foram removidos, cortes histologicos foram
preparados e 0s sitios experimentais foram examinadas ao microscopio. Andlise
histoldgica revelou a formacdo 6ssea em maior quantidade nos defeitos preenchidos
com PRF - L misto BTCP do que nos defeitos enxertados com qualquer BTCP ou
PRF - L sozinho. PRF - L em combinacdo com BTCP induz efetivamente nova

formacdo Ossea.

Acar et al. 2 estudaram os efeitos do PRF - L na regeneracdo 6ssea por meio
de microtomografia computadorizada e microandalise histomorfométrica quando
usado sozinho ou em combinacdo com hidroxiapatita (HA) / BTCP em calvarias de
20 coelhos da raca Nova Zelandia. Foram criados quatro defeitos e preenchidos com
PRF - L, Straumann® Bone Ceramic (SBC), PRF - L + SBC e um defeito foi deixada

sem tratamento como controle. Dez coelhos foram sacrificados com 30 dias e dez



com 60 dias. Apés a analise com microtomografia computadorizada (micro-CT), as
amostras foram enviadas para analise histologica e histomorfométrica para avaliar e
comparar o volume e area de 0sso regenerado. Para concluir, PRF - L aumenta a
formacdo de osso novo, quer isoladamente ou em combinacdo com HA / BTCP. O
HA / BTCP aumenta a formacdo de o0sso novo, quer isoladamente ou em

combinacédo com a PRF - L.



4 MATERIAIS E METODOS

Essa pesquisa foi aprovada pelo comité de ética Animal com Registro CEP
Unisa n® 28 /2013 (Anexo 1) .

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 20 coelhos da raca Nova
Zelandia, fémeas, com peso aproximado de 3,0 kg. Durante a pesquisa, 0s animais
foram mantidos no biotério da Universidade de Santo Amaro, S&o Paulo — SP, e
foram alimentados com racdo comercial, cenoura, couve e agua ad libitum e

alojados em baias.
No baseline (dia 0), foi realizada sedacao prévia com:

e Ketamina 1,16%(Dopalen - Ceva®, Paulinia, SP, Brasil) —0,06ml/kg, IM
* Xilazina 2,3% (Anasedan - Ceva®, Paulinia, SP, Brasil) — 0,1ml/kg, IM

Apbs sedacao foi realizado tricotomia de membro superior esquerdo ou direito

para colocacado de acesso venoso para anestesia.
A anestesia foi obtida com:

e Centra® (cetamina 10g, tramadol 2g, midazolam 1g - ourofino,
Uberaba MG) — 10 ml IV,
* Propofol (propovet®, ourofino Uberaba MG) — 10mg/ml, IV. (Figura 7)

4.1 Obtencao do PRF - L

Apés anestesia, foi tricotomizada regido do pescoc¢o do animal para acesso a

veia jugular.

Foi coletado 8 ml de sangue total e centrifugado a 2700 rpm por 12 min. O

PRF - L foi preparado seguindo protocolo descrito por Dohan, et al., 2006. (Figura 2)






Figura 2. A - Coleta de sangue para obtencdo do PRF — L; B - Obtenc&o do coagulo
de PRF - L; C - Preparo da membrana de PRF — L; D - Compresséao para formacao da
membrana de PRF — L; E — Membrana de PRF — L; F - Posicionamento da membrana
para preenchimento e recobrimento do defeito 6sseo; G - Centrifuga Intra Spin — Intra-
Lock ®

4.2 Técnica cirurgica / Criacao do defeito 6sseo

A regido da tibia foi tricotomizada e desinfetada com alcool iodado a 0,1 %

(Vic Pharma, Taquaritinga sp).

Inicialmente, foi usado aparelho neurolocalizador (DL250 Delta Life, Sdo José
dos Campos) com anestésico Neocaina 0,5% com glicose 8% (Bupivacaina com
epinefrina 1:200.000, marca Cristalia®, Itapira, Sdo Paulo) para anestesia troncular

dos membros inferiores.

Apoés foi realizado anestesia infiltrativa com anestésico local de lidocaina 2%
com vasoconstritor epinefrina (1:100.000, DFL, Rio de Janeiro, Brasil) na regiao

operada.

Com uso de bisturi de lamina 15 foi realizada uma incisao vertical e tecidos

foram descolados com descoladores de Freer (Quinelato®, Rio Claro, Brasil).

Em seguida, foram criados 2 defeitos ésseos circulares padronizados pela
utilizacdo de uma broca trefina de 5 mm de diametro (SIN, Sao Paulo, Brasil) por 4
mm de profundidade em cada tibia, sob irrigacdo de solucéo fisiolégica 0,9% com

motor de baixa rotacdo a 1200 rpm (Figura 3).




Figura 3. A e C - Dimenséao dos defeitos; B e D - Distancia entre os defeitos

As lesdes 6sseas foram divididas em quatro grupos experimentais de acordo

com o biomaterial de preenchimento (Tabela 1e Figura 4).

Tabela 1 — Descricdo dos grupos de do preenchimento dos defeitos padronizados pelos

biomateriais
Grupo Biomaterial de Preenchimento
Gl Sangue
G2 PRF - L
G3 BTCP
G4 BTCP + PRF - L




C
Figura4. Ae B -BTCP; C-BTCP + PRF - L

Os biomateriais foram utilizados aleatoriamente no preenchimento dos
defeitos 0sseos sendo que cada animal recebeu todos os quatro tratamentos. Foi
usado a porcao de 0,02 mg de BTCP, onde a pesagem foi realizada com auxilio de
balanca de precisdo (Marte AL200c). O PRF-L teve a propor¢cdo de 5 mm x 5 mm
por cada defeito preenchido e foi condicionado no em forma de fragmentos. Apés o
tratamento, os retalhos foram suturados com fio de nylon 4-0 e suturas removidas

apos 14 dias do procedimento cirargico (Figura 5).




C D
Figura 5. A - Grupo codgulo; B - Grupo BTCP; C - Grupo PRF —L; D - Grupo BTCP + PRF
L

Apés o tratamento, os retalhos foram suturados com fio de nylon 5-0 e as

suturas foram removidas apés 14 dias do procedimento cirargico.
4.3 Pés-operatoério

Apbs o procedimento cirargico, para controle de dor e reacao inflamatoria, os

coelhos foram medicados com:

* Meloxicam (Maxicam® injetavel 2%, OuroFino, Sdo Paulo, Brasil) —
0,2mg/kg, (SC), 1x/dia por 7 dias.

* Kinolox 2,5% (Enrofloxacina® 2,5%, Mundo Animal, Sado Paulo, Brasil)
—0,7ml/3mg/3kg, (SC) 1x/dia por 7 dias.

4.4 Eutanasia dos coelhos

Os periodos de biépsias foram de 30 e 60 dias apds as cirurgias, onde foram

eutanasiados 6 e 14 coelhos respectivamente, de acordo com o seguinte protocolo:

* Ketamina 1,16% (Dopalen - Ceva®, Paulinia, SP, Brasil) —0,06ml/kg,
IM

* Xilazina 2,3% (Anasedan - Ceva®, Paulinia, SP, Brasil) — 0,1ml/kg, IM

* Pentobarbital (Euthanyle, Brouwer, Buenos Aires, Argentina) -
25mg/krefina de 8mmg/EV.

Apés a eutanasia, foram realizadas tricotomia, inciséo, dissec¢do dos tecidos
moles e exposicdo da tibia. Cada defeito foi removido com utilizacdo de um disco
diamantado (KG Soresen, Cotia, Brasil) sob irrigacdo constante com soro fisiol6gico
0,9 (Figura 43). As amostras obtidas de cada material de preenchimento foram
fixadas em solucdo de paraformaldeido neutro 4% por 24 horas e depois foram
transferidas para uma solugcdo de alcool 70% e armazenadas em temperatura

ambiente para analises posteriores.



4.5 Analise por microtomografia computadorizada — uCT

As amostras foram escaneadas utilizando um sistema de microtomografia
computadorizada (Skyscan 1176, Aartselaar, Belgium), no laboratério de
processamento de imagens da Universidade Estadual de Sdo Paulo — UNESP —

Araragquara — SP — Brasil

Método de escaneamento: Os parametros utilizados da tomografia
computadorizada foram os seguintes: o tamanho da imagem em pixel de 2000 x
1336; a espessura dos cortes de 12um; a magnificacdo da imagem de 10x; a
voltagem do tubo de raios-X de 50 kV, o feixe de 496 uA e a corrente elétrica
ajustada para 0.1mA. As imagens tridimensionais foram reconstruidas utilizando um
software de reconstrucdo (NRecon 1.6.1.5 — SkyScan N. V. Belgium). Os parametros

para reconstrucao foram:

Andlise linear (2D): Para a realizacdo da andlise linear foi utilizado um
software bidimensional (Data Viewer 1.4.3.1 - SkyScan, Belgium) para possibilitar a

visualizacdo e a quantificacdo formacédo 6ssea em um computador (Figura 6).

Figura 6. DataViewer: visualizacdo da microtomografia computadorizada



Andlise Volumétrica (3D): A mensuracdo volumétrica realizada foi uma
modificacdo da metodologia proposta por Park et al. As mensuracfes foram feitas
utiizando um software especifico (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium),
seguindo a selecdo de uma area de interesse (ROI — region of interest)
tridimensional. O examinador seguiu as marcacfes morfométricas durante o
desenho do ROI (Figura 7).

Figura 7. CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium: marca¢c6es morfométricas de interesse
(ROI)

Utilizando uma ferramenta avancada para o desenho do ROI, o contorno 2D
foi desenhado em intervalos regulares (a cada 70 planos) para minimizar o efeito da
variabilidade e maximizar a quantificacdo do osso. Depois, o ROl 3D foi criado,
seguindo a medida da perfuracéo (defeito ésseo), com diametro de 5mm, utilizando
um software (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium) baseado na resultante do
contorno 2D. A partir dai os parametros de fracdo do volume d&sseo foram
determinados. As analises foram realizadas por um examinador cegado e calibrado.
(Figura 8)
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Figura 8. CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium: Andlise dos resultados

4.6 Analise histolégica e processamento histoldgico

AplOs 0 escaneamento, as amostras da tibia e membrana de PRF-L foram
encaminhadas para processamento histoldgico convencional. As amostras de tecido
osseo fixadas em alcool 70% foram descalcificadas em solu¢cdo de EDTA 4% por
120 dias. Apoés a descalcificacdo, cada amostra foi dividida ao meio e encaminhada
para processamento. O processamento das pecas, desde a desidratacdo até o
banho em parafina foi realizado em uma processadora automatica. Essa fase
consistiu em desidratacdo das pecas usando alcool 70% durante 1 hora, alcool 90%
por 1 hora e é&lcool absoluto por 18 horas. Apds o processo de desidratacdo, as
pecas ficaram em solucdo de alcool-xilol a 50% por 30 minutos, passando para o
processo de diafanizacdo em xilol por aproximadamente 3 horas. Finalmente, foram
colocadas em solucao de parafina a 60 °C por 18 horas, com uma troca de solucao
no meio deste periodo. Logo apds, as pecas foram colocadas em uma inclusora
semiautomatica, na qual foi feito a sua inclusdo em forma de blocos. Apds a
inclusédo, foram obtidos cortes seriados de 4 um de espessura a partir do centro, no

sentido longitudinal, em um micrétomo. Cortes representativos de cada animal foram



corados com Hematoxilina e Eosina (H/E) e Tricrébmico de Masson (Figura 9).

A B

Figura 9. A - Corte da tibia corada com Hematoxilina e Eosina (H/E); B — Corte da tibia

corada Tricrobmico de Masson

A andlise descritiva foi realizada por um patologista cego aos grupos sob a
analise. Foi avaliada a reacdo tecidual ao biomaterial, presenca de reacao
inflamatoria, o tipo e a qualidade dos tecidos neoformados, presenca de biomaterial
remanescente e tipos de células presentes. Isto permitiu uma comparagao entre as

observacdes nos diferentes grupos e periodos.

4.7 Andlise estatistica

Todos os dados obtidos foram avaliados, e entdo submetidos a um teste de
normalidade. Anova e Tukey foram os testes estatisticos apropriados para
comparacdes entre cada grupo e diferentes periodos de observacdo. Em todos os

procedimentos, foi adotado um nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Andlise de Microtomografia Computadorizada

As reconstrucdes das imagens dos cortes microtomograficos foram
analisadas quanto a quantidade e qualidade éssea pela relacdo entre o volume

0sseo e tecidual formado. A analise foi realizada individualmente para cada variavel.

As imagens reconstruidas pela microtomografia computadorizada sao

apresentadas nas Figura 10, conforme os grupos:
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Figura 10. A - Grupo coagulo 30 dias (amostra 65-G4); B - Grupo BTCP 30 dias
(amostra 48-G4); C - Grupo PRF - L 30 dias (amostra 65-G1); D - Grupo BTCP + PRF
- L 30 dias (amostra 48-G2); E - Grupo coagulo 60 dias (amostra 38-G3); F - Grupo
BTCP 60 dias (amostra 13-G2); G - Grupo PRF - L 60 dias (amostra 38-G1); H - Grupo
BTCP + PRF - L 60 dias (amostra 13-G3)

5.2 Volume de Tecido Total (TV) e Volume de Tecido Mineralizado (BV)

As reconstrugcdes das imagens dos cortes microtomograficos foram
analisadas quanto a quantidade de tecido mineralizado pela relacdo do Volume de
Tecido Total (TV) e Volume de tecido Mineralizado (BV).

O Volume de Tecido Total (TV) € uma variavel com valor expresso em mm? e
esta exposto na Figura 11, demonstrando os seus valores obtidos nas amostras dos
20 coelhos. O volume de tecido mineralizado (BV) também € uma variavel com valor
expresso em mm?3, na qual esta exposto na Figura 11, que aponta todos 0s grupos

em relacdo a variavel. Todos os dados estao representados na Tabela 2.

Desta forma, o BV/TV é a variavel expressa em % e representa a relacao do
tecido mineralizado na totalidade dos tecidos formados, isto é, quantidade da parte
do volume mineralizado encontrado no TV, ou seja, no volume total, de acordo com

a ROl estabelecida.



Tabela 2. Média e desvio padrdo dos grupos estudados em 30 e 60 dias

(comparacao intra-grupos).

Coagulo PRF-L BTCP BTCP + PRF-L
30 3451 +1124 39,98 + 17,82 51,00 £11,2 38,00 £7,16
60 4529 + 14,79 42,29+ 10,98 77,78+1202 81,78 £19,70
P 0,3037 0,8252 0,0165 * 0,0166 *

Teste ANOVA /Tukey  DP=desvio padrao

30 dias

100+

80+

BVITV (%)

COAGULO PRF-L BTCP BTCP + PRF -L

Teste de Kruskal - Wallis p=0,3434

Figura 11. Representacéo gréafica dos resultados de cada grupo estudados em 30 dias
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Figura 12. Representacéo grafica dos resultados de cada grupo estudados em 60 dias

No periodo de 30 dias ndo houve diferenca entre os grupos. ApGs periodo de
60 dias o grupo BTCP e grupo BTCP + PRF — L apresentaram diferenca estatistica
comparado aos grupos coagulo e PRF —L.

Houve um comportamento semelhante entre os grupos coagulo e PRF — L,

guando avaliado o percentual de volume ésseo.

5.3 Andlise Histoldgica

5.3.1 Membrana de PRF-L

A membrana de PRF-L foi produzida pelo sangue coletado na eutanasia dos
coelhos e analisada histologicamente com o objetivo de realizar uma analise
detalhada da sua composicao e arquitetura. Foi possivel observar na histologia que
realmente existe uma malha de fibrina densa entremeada com diferentes tipos

celulares, dentre eles uma grande quantidade de leucdcitos retidos nela e também



linfécitos que possuem um papel importante na imunomodelag&o. Na regido proxima
ao coagulo observou-se maior quantidade de plaquetas e leucdcitos. Foi possivel
observar também que o PRF-L comprimido mantém a sua composicdo celular
(Figura 13) Desta forma existe semelhanga com outro trabalho publicado na
literatura (Ehrenfest et al, 2010).(isso € discussédo) Sendo assim, € possivel afirmar

gue o protocolo utilizado para obtencdo do PRF-L em coelhos foi satisfatoério.
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Figura 13. A - Imagem da membrana de PRF-L ap6s obtencdo e compressao; B - Imagem
da unido codagulo/fibrina com aumento de 20X; C - Imagem da unido coagulo/fibrina com

aumento 100X; D - Imagem da fibrina com aumento de 20X; E - Imagem da fibrina com

aumento de 100X.



6 DISCUSSAO

Os tratamentos com implantes dentarios tém-se tornado constantes na pratica
odontoldgica, bem como a necessidade de reconstru¢cdes 6sseas e uso de
biomateriais com a finalidade de acelerar o processo de reparo e diminuicdo dos
processos inflamatérios. Uma das definicdes correntes diz que biomaterial é parte de
um sistema que trata, aumenta ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou funcédo do

corpo.?

A utilizacdo de biomateriais sintéticos ou naturais como substitutos do tecido
0sseo em contato com roscas de implantes expostas, assim como para
preenchimento de defeitos 6sseos, tem demonstrado, histologicamente, resultados

satisfatorios.?

H4 mais de duas décadas, pesquisas tém mostrado que os biomateriais
ceramicos a base de fosfato de célcio é segura e efetiva para uma variedade de
aplicacdes clinicas e tém recebido maior atencdo dos pesquisadores como

biomateriais de substituicdo 6ssea.?

O PRF - L, € um derivado plaquetario de segunda geracdo, que é uma
tecnologia de fibrina, desenvolvido por Choukroun em 2001, e amplamente utilizada
para acelerar a regeneracdo 0ssea e de tecido mole. Seu uso faz com que haja
diminuicdo de processo inflamatério e infeccdo, ja que € rico em leucdcitos,
diminuindo o risco de transmissdo de doencas ou reacdo antigénica uma vez que

apenas sangue autologo é utilizado.

A microtomografia computadorizada, € um exame radiolégico de realizacao
extremamente rapida, derivada da tomografia convencional, com referéncia inicial de
FELDKAMP et al., (1989) 3 com a tomografia cone beam. Devido a alta resolucéo
micrométrica (um), possibilita visualizacdo de imagens até 10 mil vezes menores
que o convencional. A principal caracteristica da microtomografia
computadorizada, é que ela preserva a amostra no processo de aquisicdo das
imagens, permite realizar inUmeras repeticdes no mesmo setor, ndo € invasiva, e 0s

equipamentos permitem escaneamentos de animais Vvivos.



Foram utilizados como modelo animal nesse estudo, o coelho, pois é eficiente
e aceitdvel para avaliacdo de materiais de enxertos 0sseos. Diversas pesquisas
utilizaram o coelho para investigar osseointegracdo de implantes dentérios e
biomateriais." * A escolha da tibia foi na tentativa de reproduzir o mesmo
ambiente encontrado nos defeitos atréficos em humanos, devido a semelhanca

Ossea.

Por meio de exame de microtomografia computadorizada, este estudo teve
como objetivo avaliar alteracdes e reacdes bioldgicas da associacao do PRF - L com
BTCP na formacdo O6ssea em tibias de coelho. A metodologia desse estudo foi
determinada em esclarecer contradicbes observadas na literatura. Observa-se 4
grupos, cada um com 2 periodos (30 e 60 dias). O grupo sangue foi denominado de
controle, uma vez que ele € o ponto de referéncia para a comparacdo dos

resultados.

Primeiramente, comprova-se que o tempo é fator essencial para a
potencializacdo da formacao 0ssea, ja que todos os grupos obtiveram uma diferenca

significante nos resultados.

Nesse experimento, verificou-se que o BTCP é uma opcéo segura e eficaz no
tratamento de enxerto em regides criticas de regeneracdo 6ssea, onde 0 mesmo
atua como arcabouco para formacdo 0ssea, sendo excelente osteocondutor. Os
estudos de Bhaskari et al.; 2 Lange et al.; 2 Yamamoto et al.; * Ortega et al.; *
Covani et al.; ® Zhang et al.; * Tosta et al.; * Chou et al.®> e Lange et al.
também obtiveram bons resultados em seus experimentos e afirmam a eficacia do

BTCP como biomaterial de enxertia.

Demonstram que a polimerizacdo lenta do sangue durante a preparacdo do
PRF - L parece gerar uma rede de fibrina muito semelhante ao natural que regula o
aumento da cicatrizacdo e diminuicdo da inflamacdo. No entanto, suas aplicacdes
apresentam-se confusas, pois cada método conduz a um produto diferente, com
uma biologia diferente e potencial de uso também diferente, gerando controversas

devido a complexidade dos protocolos de producao.

Estudos semelhantes na literatura apresentaram efeito adicional do PRF-L na

formacdo d6ssea (Del Corso et al, 2010; Oliveira et al, 2014; Tunali et al, 2013;



Tatullo et al, 2012; Mazor et al, 2009; Simompieri et al, 2009). Neste trabalho o uso
do PRF-L ndo apresentou efeito significativo quando associado ou ndo ao biomaterial
BTCP nas andlises de Volume de Tecido Mineralizado. E necesséario avaliar

qualitativamente o tecido 6sseo neoformado pela andlise histolégica.

Um fato importante que devemos considerar em relacdo ao resultado do nosso
estudo seria a quantidade de PRF-L obtido dos animais, que apesar de utilizado o
mesmo protocolo de obtencao e centrifugacdo descrito por Choukroun 2001, ha de
se considererar que a quantidade de sangue do coelho é reduzida e o acesso para
coleta dificil em relacdo ao humano. A guantidade de sangue coletado no coelho foi
de apenas 8ml, sendo que o volume total de sangue em coelho adulto com 3 kilos é
em torno de 180 ml (Taborda . et al. 2004) em individuos adultos é coletado cerca
de 8 tubos com 10 ml (80 mls), sendo que o volume total de sangue em individuo
adulto com setenta quilos é em media de 5 litros. Desta forma no trabalho de
Enhrenfest et al 2009, foi levantado a questédo de qual seria 0 niumero de plaquetas
ideal para um bom PRF-L. Concluiram que o PRF representa cerca de 40% do
volume total do tubo e que a concentracdo de plaquetas no coagulo seria 2,5
vezes superior a concentracdo no sangue do doador , podendo esse valor estar

muito préximo do valor ideal

Deve-se considerar que a avaliacdo do PRF-L em apenas dois periodos (30 e
60 dias), pode ser que ndo tenha sido suficiente para observar o efeito do PRF-L,
sendo necessario para maior entendimento do processo de cicatrizacdo em um

periodo intermediario.

Outro ponto a ser analisado € a tibia, regido eleita para a confeccdo dos
defeitos 6sseos. Possuia uma espessura cortical de 2mm que foi ultrapassada pelo
preparo de 4mm de profundidade confeccionado pela trefina. Desta forma, o
espaco medular foi exposto e o PRF-L pode ter permanecido no seu interior. Na
microtomografia foi avaliado apenas a area de 70 cortes microtomograficos,
correspondendo apenas, cerca de 2mm da regido cortical do defeito. Desta forma
o efeito do PRF-L em sua totalidade ndo pdde ser observado. Visto que outros
trabalhos (Mazor et al, 2009; Simonpieri et al, 2009; Wu et al, 2012; Oliveira et al,
2014) com resultados satisfatérios na literatura, mostram o PRF-L armazenados em

defeitos 6sseos de trés paredes, ou seja, protegidos por 0sso cortical.



Os periodos avaliados foram de 30 e 60 dias. Nesses periodos o grupo PRF-L
ndo sobressaiu aos outros grupos se mantendo sem alteracBes estatisticas.
Considerando que o periodo de 60 dias ja seria o final do processo de reparo do
coelho, que por sinal tem o metabolismo seis vezes mais rapido uma avaliacao
intermediaria seria interessante para avaliar se o grupo PRF-L sozinho ou

associado ao BTCP atingiria o pico de formacdo 6ssea antes dos demais grupos.

Tendo em vista os achados deste estudo, pesquisas adicionais sao
necessarias para o melhor entendimento dos eventos biolégicos envolvidos na

neoformacédo éssea e sua relacao com resultados clinicos.



7 CONCLUSAO

De acordo com o estudo proposto, pode-se concluir que a associacédo de PRF
e BTCP né&o promoveu aumento da formacéo do tecido mineralizado neste modelo

experimental.

A utilizacdo do BTCP é uma técnica segura e clinicamente previsivel, sendo

uma alternativa viavel para enxerto de 0sso autdgeno.
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