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RESUMO

A possibilidade de recuperacao de falhas ou partes deficientes do corpo
humano tem sido um desafio para os profissionais e pesquisadores da area da

Saude ja ha algum tempo.

Para melhorar a reparagao, muitos estudos em vivo e “ in vitro ", avaliaram
os fatores de crescimento e de diferenciagao encontrados em células, que incluem
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento 3 de
transformagao (TGF-B), fator de crescimento de fibroblasto basico (FGF), fator de

crescimento insulino semelhante (IGF-I), fator angiogénico derivado de plaguetas

No presente trabalho, o autor avaliou o reparo de cavidades Osseas

w?cirargicas em mandibulas de caes Beagle adicionadas de plasma rico em

plaqitetas”’comparadas ao reparo normal dos animais. Os tempos experimentais

foram déﬁsete, 4,28 e 42 dias.

No tempo de sete dias pudemos observar uma diferenga entre os
espécimes onde a cavidade foi preenchida somente com coagulo em relagao aos
especimes onde a cavidade foi preenchida com PRP. Aos 14 dias de
experimentacao os especimes mostraram ainda uma diferenca significativa com
respeito a maturagao do tecido 6sseo encontrado. No tempo experimental de 28
dias os espécimes mostraram pouca diferenga na quantidade de osso
neoformado, entretanto, a qualidade encontrada nos dois grupos diferiu.

Finalmente aos 42 dias, tempo de reparo 6sseo das fraturas nos céaes,



constatamos que a diferenga entre os especimes dos dois grupos se tornou
quantitativa e qualitativa.

Analisados os resultados obtidos e comparados com os dados levantados
na literatura consultada, o autor pode concluir que nos tempos de sete e 14 dias
da reparacao 6ssea, a adicao de plasma rico em plaquetas promove um aumento
quantitativo e qualitativo no tecido ésseo formado. A velocidade de produgao de
trabéctlas também se mostra aumentada. No periodo intermediario da reparacao
(28 dias) a adigao de plasma rico em plaquetas nao parece alterar a quantidade
de tecido 6sseo formado. A maturacéo, entretanto, se mostra mais avancada nos
espécimes adicionados. No tempo de 42 dias da reparagao 6ssea, a adigao de
plasma rico em plaquetas aumenta significativamente a qualidade e a quantidade

de osso formado. A maturagdo mais avangada dos espécimes adicionados é
também evidente.
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SUMMARY

The possibility of recovery flaws or deficient parts of the human body have

been a chalienge for the health professionals and researchers.

To improve the repairing, many studies in vivo and in vitro, evaluated the
growth factors and differentiation found in cells that include the of platelets derived
growth factor (PDGF), transformer growth factor B (TGF-R), fibroblastic growth
Factor(FGF), Insulin like growth factor (IGF-1), platelets derived angiogenic factor
(PDAF) and bone morfogenic proteins (BMP).

in the present paper the author evaluated the repair in surgical bone cavities
in jaws in Beagle dogs added of Platelet Rich Plasma compared with the animals

normal repair. The experimental times were of 7,14,28 and 42 days.

In the 7 days time we could observe a difference among the specimens
where the cavity was only filled out with clot in relation to the specimens where the
cavity was filled out with P.R.P.. At experimentation 14 days the specimens still
showed a significant difference with regard to the bone maturation. In the 28 days
experimental time the specimens showed little difference in the amount of bone,
however, the quality found in the two groups differed. Finally at the 42 days, time of
bone repair in dogs, we verified that the difference among the specimens from the

two groups turned quantitative and qualitative.

Analyzed the obtained results and compared with the data in literature, the
author can demonstrate that at the times of 7 and 14 days of the bone repairing,
the addition of Platelet Rich Plasma promotes a quantitative and qualitative
increase in bone formation. The speed of bone production also show increased. In

the intermediate period of the repairing (28 days) the addition Platelet Rich Plasma

I



doesn't seem to alter the amount of formed bone. The maturation, however, shown
more advanced in the added specimens. At the time of 42 days the addition of

Platelet Rich Plasma increases the quality and the amount of formed bone.
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GLOSSARIO DE ABREVIACOES

BMP - 2 — proteina morfogenética 6ssea 2

BMP - 3 — proteina morfogenética 6ssea 3

BMP - 7 — proteina morfogenética 6ssea 7

BMP — proteina morfogenética 6ssea

DFDB - osso desidratado desmineralizado e congelado

FDB — osso congelado desmineralizado

IGF - | - fator de crescimento semelhante a insulina |

IGF - Il - fator de crescimento semelhante a insulina |l

MDAF — fator angiogénico derivado de macrofagos

MDGF - fator de crescimento derivado de macréfagos

OP - 1 — proteina osteogenética 1

OP - 2 — proteina osteogenética 2

PDAF - fator angiogénico derivado de plaquetas

PD-ECGF - fator de crescimento de células endoteliais derivado de plaquetas
PDGF — BB - fator de crescimento derivado de plaguetas recombinante
PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas

PRP — plasma rico em plaquetas

PTFE — politetrafruor-etileno

RhBMP- 2 — proteina morfogenética éssea recombinante humana
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TGF - B - fator de crescimento de transformacgao B
Ng — nicrograma

PDWHEF - fator cicatrizador derivado de plaquetas
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INTRODUGAO

A possibilidade de recuperagao de falhas ou partes deficientes do corpo
humano tem sido um desafio para os profissionais e pesquisadores da area da saude

ja ha algum tempo.

Ainda se buscam substitutos. principalmente para tecidos duros do

organismo: 0ssos e dentes.

Uma das grandes preocupac¢des na clinica odontologica tem sido as
perg_gli\ oOsseas, comuns nos caso de cistos, tumores, traumatismos, lesdes
periodon?é};@éw, deformidades congénitas, etc. Em cirurgias
realizadas na céilqi'dﬁéaé!b\ﬁéél]"o problema €& ainda mais critico, pois, na maioria das
intervenges terminamos por deixar como seqiiela a perda dssea. Desta maneira, nas
exodontias a retalho, nas exéreses de tumores e cistos, na remog¢ao de dentes
inclusos, na obtencdo de acessos cirlrgicos. torna-se necessaria a osteotomia e a

ostectomia, resultando em formacao de cavidades Osseas.

Esta condicdo normalmente e reconstituida por processos biologicos de
reparo. Este mecanismo, entretanto, demora meses ou anos e expde o paciente a risco
e desconforto, por vezes desnecessarios, sendo que, Nem Sempre se consegue um
osso adequado que preencha e recupere totalmente a lesdo produzida pelo ato
cirurgico. Estas perdas oésseas impedem a colocagdao de implantes dentarios e

conseqilientemente reabilitagdo funcional da area.

Nesta (ultima década tem se estudado bastante o uso de implantes
osseointegrados na substituicido de dentes perdidos-—Desta forma, & comum nos dias

,//__— * =
de hoje, a utilizacao deste recurso pei,cgzlrurgiao dentist ,/mesmo nas condicoes em

que o suporte ésseo ¢ deficiente. Nestes casos, toma-se imperiosa a utilizagdo de
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enxertos o0sseos para o preenchimento das superficies expostas dos implantes, bem

como para impedir a proliferagao de tecido mole ao redor do mesmo.

Na tentativa de sanar estes inconvenientes. desenvolveram-se técnicas
para a reconstrugdo total ou parcial das estruturas perdidas, com o objetivo de
recuperar o contorno anatdémico normal, restaurar a sua fungao, aumentar a resisténcia

mecanica, favorecer a cicatrizagdo e reduzir as chances de infecgdo secundaria.

Muitas técnicas foram desenvolvidas, na tentativa de solucionar tais problemas.
Desta maneira, o uso de enxertos Osseos autégenos, heterogenos, aloplasticos
(hidroxiapatita, sulfato de calcio, etc.) utilizados segundo técnicas cirtirgicas diversas

foram apresentados.

Os melhores resultados para a regeneracdo de perdas oOssea foram
obtidos com enxertos autégenos de células medulares de 0sso esponjoso, pois sdo
altamente osteogénicas e conseguem manter sua vitalidade na ordem de 95 a 100%,
quando armazenadas em soro fisiologico, por cerca de quatro horas apoés sua retirada
(MARX, 1994). Tais procedimentos, entretanto, sao caracterizados por grande
morbidade das areas doadoras dos enxertos, bem como por requererem grande espera
por parte do doente, frustrada as vezes, com resultados negativos ao término do
processo. Para o sucesso dos enxertos 6sseos, € necessario que um numero viavel de

células sobrevivam, para que proliferem e diferenciem em células formadoras de osso.

O processo de reparagao dos enxertos osseos, também depende da
qualidade do tecido doado, vascularizagdo da area receptora, sua imobilizagao e

eficiéncia dos mecanismos de cicatrizagao.

Entretanto, varios pesquisadores acreditam que ceélulas de todos os enxertos
morrem e que as células enxertadas mortas, liberam uma proteina acida insollvel
denominada por Urist (1984) de proteina 0ssea morfogenética (BMP), que induz as

células do leito receptor a neoformagéo ossea.

Substancias solliveis e nao soluveis tomam parte na cicatrizagao como
proteinas morfogenéticas, substancias que se encontram no meio extracelular,

citocinas e fatores de crescimento.



3

Para melhorar a reparagao, muitos estudos em vivo e “in vitro", avaliaram
os fatores de crescimento e de diferenciagdo encontrados em células que incluem o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento B de
transformacéo (TGF-B), fator de crescimento de fibroblasto basico (FGF), fator de
crescimento insulino semelhante (IGF-I), fator angiogénico derivado de plaquetas
(PDAF), fator de crescimento de células endoteliais derivado de plaquetas (PD-ECGF)
e proteinas morfogenéticas osseas (BMP). Estes fatores séo sintetizados e secretados
por plaquetas, macréfagos, células endoteliais, fibroblastos e outras de origem
mesenquimal (LYNCH, et al. 1991).

Em 1991, Lynch et al. demonstraram que o plasma rico em plaquetas (PRP)
melhorava a reparagao de tecido 6sseo e que os fatores de crescimento existentes nas

plaquetas auxiliavam no reparo das lesbées 6sseas.

Consultada a literatura existente e movido pela motivagdo do uso clinico do
plasma rico em plaquetas (PRP), o autor realizou o presente estudo objetivando

pesquisar seu efeito no processo de reparo de cavidades ésseas em caes.



PROPOSICAO

A proposta do presente trabalho € avaliar histologicamente o potencial
osteogénico do plasma rico em plaquetas, no reparo de cavidades dsseas em caes,
comparado ao reparo Osseo normal. Foram utilizados caes da raca Beagle,
especialmente criados para experiéncias cientificas e fornecidos pelo canil do UNITOX

— Laboratério Universitario de Analises Toxicoldgicas da UNISA.



REVISAO DA LITERATURA

O estudo do processo de reparo do tecido ésseo sempre intrigou e desafiou os
pesquisadores.

Axhausen (1956) descreveu pela primeira vez, de uma maneira clinica e
histolégica, os fendmenos do processo de reparo 6sseo. O autor fez uma retrospectiva

historica do processo e enfocou os principais momentos da reparagéo.

Em 1962 Parfitt, publicou trabalho no qual discutiu as variagées na composicao,
arquitetura e anatomia do tecido 6sseo que compde o rebordo alveolar da mandibula e
da maxila. O autor procurou avaliar o 0sso alveolar quanto a quantidade de trabéculas
Osseas existentes e classificou as diferentes areas quanto ao numero e tamanho
destas trabeculas. O autor também comparou as variagbes que ocorrem no
trabeculado do osso alveolar nas distintas regides dos maxilares. Concluiu que na
regiao anterior da mandibula o trabeculado era mais espesso e compacto enquanto

que, na regiao posterior do maxilar, o trabeculado se mostrava mais rarefeito.

Urist (1965), em uma resenha bastante completa, abordou o tecido 6ésseo quanto
a sua formagao e auto-indugao apods a lesdao. Demonstrou que os mondcitos sdo mais
numerosos que as outras células no processo de reparo 0sseo e que apds a
reabsor¢cdo conduzida por osteoclastos, o0 osso & neoformado por auto-indugado. O
autor também demonstrou que as ceélulas osteoprogenitoras assim formadas sao

derivadas de mondcitos sangiiineos (stem-cells).

Friedenstein, Piatetzky-Shapiro e Petrakova (1966) publicaram um estudo onde
enfocaram a resposta dos enxertos 6sseos autogenos tomados do osso iliaco. Os
autores descreveram as vantagens e desvantagens de carregar, junio com O 0SSO

enxertado, as células medulares presentes neste tipo de osso. Baseados em achados
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clinicos e histolégicos concluiram que a osteogénese nestes casos é bastante
significativa.

A sobrevivencia de células mesenquimais provenientes da medula 6ssea foi
demonstrada por Marx et al. (1979). Em trabalho no qual utilizaram trés diferentes
metodos de conservagéo. afirmaram que 95% das células do osso doado sobrevivem
por um periodo de quatro horas quando conservadas em solugdo salina a 0,9% (soro
fisiolégico). Ainda neste trabalho afirmaram que o osso autégeno seja particulado ou

em blocos, apresenta um potencial osteogénico muito importante.

As variagbes do gradiente de oxigénio na zona de reparo foram estudadas por
Knington et al. (1981). Os autores demonstraram que o aumento do gradiente de
oxigénio entre o enxerto e o 0sso adjacente ativa a quimiotaxia dos macréfagos que.
por sua vez, estimulam a secregéo por parte destas células dos fatores angiogénicos
(MDAF). Este processo associado ao fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), inicia rapidamente o processo de angiogénese necessario a sobrevivéncia do

enxerto.

Gray e Elves (1982) publicaram uma pesquisa experimental utilizando um
modelo canino onde discutiram a osteogénese que ocorria nos enxertos de 0sso
esponjoso. Neste trabalho, os autores demonstraram que as células competentes das
areas doadoras sao responsaveis pelo inicio da osteogénese no reparo deste tipo de
enxerto. Estas ceélulas estao presentes tanto no osso enxertado como no leito receptor,

sendo que as duas populagdes participam do processo de osteogénese.

A biologia dos fatores de crescimento derivados das plaquetas foi revisada com
bastante propriedade por Ross, Raines, Bowen-Pope (1986). A participagao potencial
destes fatores nos mecanismos de reparagao, injuria vascular, aterosclerose e no
crescimento vascular das neoplasias foi abordada com profundidade. Os autores ainda
abordaram o papel de cada um dos fatores derivados de plaquetas, sua agao

angiogénica, vasocontritora e sua participacao direta e indireta no processo de
reparagao tecidual.

Knighton et al. (1986) abordaram, pela primeira vez, o uso de fatores de

crescimento derivados de plaquetas na estimulagéo de reparo de feridas epiteliais
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crénicas, topicamente em humanos. Os autores estudaram 49 pacientes dos quais 29
diabéticos que possuiam ulceras cronicas nao reparadas. Os fatores derivados das
plaquetas foram denominados “fatores cicatrizadores derivados de plaquetas”
(PDWHF), aplicados topicamente nas lesdes, sendo obtido o reparo em 100% das
mesmas. O periodo de reparo foi em média de 10,6 semanas, sendo que estas feridas
estavam recebendo tratamento convencional ha um tempo médio de 198 semanas (um
caso atingiu 1820 semanas).

Lynch et al. (1987) também abordaram o papel dos fatores derivados das
plaguetas no processo de reparagao tecidual. Discutindo o efeito sinérgico com outros
fatores de crescimento envolvidos no reparo, demonstraram que o sinergismo dos
fatores de crescimento derivados de plaquetas com outros fatores tais como o fator de
crescimento epidermal e o fator de crescimento semelhante a insulina sao

fundamentais para a modulagao do processo de reparacéo.

Lynch et al. (1989) voltaram a abordar a combinagio de fatores derivados de
plaquetas com outros fatores gerais do reparo, especificamente o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I), quando utilizados na regeneracao periodontal. Aplicaram
os fatores diluidos em um gel aquoso em raizes de dentes comprometidos
periodontalmente apos a cirurgia por retalho. O grupo controle recebia gel sem os
fatores de crescimento. Apos duas semanas de tratamento, foram obtidos blocos para
o estudo microscopico dos animais. Os resultados demonstraram que o uso de fatores

de crescimento permitia uma melhor regeneragao periodontal.

Em 1991, Lynch et al. (1991a) utilizaram os mesmos fatores para estudar seu
efeito no processo de reparagdo dos defeitos periodontais. Utilizando caes Beagle
operados nos quatro quadrantes da cavidade bucal, dois dos quais recebiam o gel
contendo os fatores de crescimento estudados. Os resultados mostraram um

substancial aumento do crescimento dos tecidos periodontais, duros e moles nos
animais tratados durante as fases iniciais do reparo.
O efeito do fator de crescimento derivado e plaquetas (PDGF) combinado com o

fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) foi novamente estudado por Lynch et
al. (1991b) no ano de 1991. Neste trabalho, os autores avaliaram a cicatrizagao do
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tecido 6sseo ao redor de implantes dentarios cilindricos. O grupo tratado recebia gel
contendo os fatores de crescimento estudados, enquanto o grupo controle recebia um
gel sem principio ativo. Encontraram um significante aumento na qualidade e

quantidade de osso formado no interior destes implantes ocos, bem como nos espagos
6sseos perimplantares.

O papel dos fatores de crescimento nos processo de reparo das fraturas dsseas
foi descrito por Bolander em 1992. O autor afirmou que o processo de reparo dos 0ssos
longos € uma cascata de fendmenos na qual as células mesenquimais sao reguladas
por fatores de crescimento em todas as fases do processo. Concluiu que os fatores de
crescimento eram os responsaveis pela regulagao, proliferacao e diferenciagdo durante

O processo.

Ripamonti e Reddi (1992) publicaram uma resenha bastante completa onde
enfocavam o papel dos diversos fatores de crescimento no processo de reparo 6sseo.
No trabalho, os autores atribuem a matriz extracelular um papel de deposito
(reservatorio) multifatorial de fatores de crescimento. Tais fatores, encontrados na
matriz extracelular, sdo mediadores moleculares com potencial de diferenciagao,

maturagao e reparagao ossea.

Também Pierce et al. (1992) estudaram o papel do fator de crescimento
derivado de plaquetas, do fator transformador de crescimento B1 e do fator basico de
crescimento de fibroblastos durante o processo de cicatrizagao de feridas da pele. Os
autores demonstraram que estes fatores podem acelerar o processo de cicatrizagio de
feridas cutaneas, porque induzem uma maior proliferagéo vascular e maior proliferagao

celular neste processo. Também concluiram que o uso de fatores de crescimento

poderia ser testado clinicamente.

Ainda Becker et al. (1992) compararam o uso de membranas de poli-tetrafiuor-
etileno (PTFE) com ou sem a combinacéo de PTFE e IGF-l associados a 0sso
desidratado, desmineralizado e congelado (DFDB) colocados ao redor de implantes em
alvéolos de dentes recém-extraidos. Os resultados clinicos foram semelhantes,
entretanto, quando comparados histologicamente 0s sitios tratados com fatores de

crescimento e membrana mostraram maior densidade de osso formado com relagao
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aos sitios tratados somente com membranas. Os autores sugeriram o estudo separado
dos fatores de crescimento para a avaliagido de sua potencialidade.

Marx (1993) descreveu as vantagens da utilizagdo de osso autogeno como
material de enxertos. O autor acreditava que por possuir células osteocompetentes e
todos os fatores de crescimento inerente ao reparo 6sseo, este tecido deveria ser o de
eleicdo nos enxertos de aposigdo comuns as reconstrugdes maxilares e mandibulares.

Tayapongsak et al. (1994) utilizaram uma cola de fibrina autégena para manter
unidas as particulas de osso nos enxertos particulados em reconstrugdes
mandibulares. Observaram em 33 casos que, além de nao permitir o escape das
particulas osseas, a cola de fibrina promovia uma melhor e mais rapida regeneragéao
tecidual. O osso incorporado e remodelado era observado radiograficamente na quarta
semana de reparo, enquanto nos pacientes nao tratados este quadro ocorria na oitava

semana.

Wang et al. (1994), em estudo onde utilizavam marcadores radioativos
demonstraram que o uso de fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
induzia uma maior proliferagcao de fibroblastos na reparagao do periodonto. Os autores
utiizaram caes onde produziam um defeito periodontal experimental, o qual era tratado

com membranas de PTFE adicionados ou nao de fatores de crescimento.

Em 1994, Marx publicou um outro trabalho onde apresentava dados clinicos €
histolégicos mostrando a capacidade de reparo inerente ao osso autégeno. O autor
baseou seus achados em uma grande quantidade de casos de reconstrugao da maxila
e mandibula de pacientes que sofreram ressecgdes causadas por neoplasias. A

qualidade do reparo e o indice de sucesso dos casos justificaram as afirmagdes do

autor.

Com relagao ao papel dos fatores de crescimento existentes no tecido dsseo,
Giannobile et al. (1994) demonstraram em um modelo que utilizava primatas, o
potencial osteoindutor do PDGF associado do IGF-I. Estes fatores adicionados a lesoes
periodontais dos primatas mostraram um crescimento 6sseo 21,6% maior nos animais
tratados em relagdo aos controles. Os autores também compararam o modelo primata

a um modelo canino encontrando um crescimento maior (65%) no modelo canino.
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Caplan (1994) publicou um trabalho onde estudava os fatores indutores do
processo de reparo 6sseo. O autor associou o inicio do reparo 6sseo aos fatores
derivados das plaquetas e dos macrofagos, atribuindo as fases tardias aos fatores

liberados pelos osteoblastos no processo de formagio dssea.

Sigurdsson et al. (1995) mostraram pela primeira vez o efeito da proteina
morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) recombinante humana em um modelo de leséo
periodontal. Neste trabalho. os autores utilizaram um modelo de caes e mostraram uma

extensa formacédo dssea em defeitos periodontais tratados.

Em 1985 Wozney estudou o papel potencial da proteina morfogenética 6ssea
(BMP) na reconstrugdo periodontal. O autor afirmou que apenas a BMP pode ser
considerada como o unico fator que induz e estimula a formagéo de novo osso.
Discutiu dados obtidos em modelos caninos e sugeriu que o BMP pode ser uma

solugao de futuro no reparo de problemas periodontais.

Estudando a regeneracgao de defeitos de classe Il usando regeneragao tecidual
guiada com ou sem a adigao de fatores de crescimento derivados de plaquetas, Park et
al. (1995) mostraram um maior crescimento regenerativo no grupo tratado com os
fatores de crescimento. No estudo, foram utilizados caes Beagle nos quais se
promoveu um defeito periodontal calibrado ao redor dos pré-molares. Dois grupos eram
tratados com a colocag¢do de membranas de PTFE sendo que o segundo recebia
também os fatores de crescimento derivados de plaquetas. A diferenga foi significativa,

segundo os autores, para o grupo tratado com PDGF e membranas.

Giannobile et al. (1996) publicaram um estudo onde demonstraram o efeito do
IGF-l e o PDGF-BB usados isoladamente e em combinagdo na regeneragao
periodontal de primatas (Macaca fascicularis). Os resultados mostraram que o IGF
isolado nao alterou significantemente a regeneracgéo periodontal. O PDGF isolado agiu
somente sobre o tecido mole enquanto os dois fatores associados promoveram um

aumento significativo na formagéo 6ssea e dos tecidos moles.

Uma completa revisdo sobre as proteinas morfogenéticas do tecido osseo
(BMPs) foi publicada por Cook e Ruger (1996). Os autores discormeram sobre o grupo

de BMPs o qual denominaram de “Superfamilia” de proteinas osteogénicas dando
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especial atengdo a BMP-7 também denominada proteina osteogénica-1. No trabalho,
os autores afirmaram que a BMP-7 pode promover a fusdo espinal, substituir os

enxertos 6sseos e reparar os defeitos osteocondrais.

Também Riley et al. (1996) discutiram os efeitos da BMP-2 na formacao de tecido
0sseo. Os autores mostraram que pequenas quantidades de BMP-2 nativo estdo
presentes no osso cortical (aproximadamente 1 a 2 mg por kg de osso cortical). Os
autores também demonstraram que a BMP-2 isoladamente inicia o processo de

formagao 6ssea no modelo endocondral.

Em 1997, Howell et al. publicaram um trabalho onde utilizavam o fator de
crescimento derivado de plaquetas e o fator de crescimento semelhante a insulina,
ambos recombinantes, aplicados em defeitos periodontais em humanos. O trabalho
visava provar que o uso destes fatores nao trazia riscos adicionais ao paciente. Além
disto, o trabalho procurava investigar uma dose terapéutica eficaz para o uso destes
fatores. Os resultados mostraram que o seu uso é seguro e nao produziu reagées
imunoldgicas aos pacientes. Entretanto, os autores nao lograram uma dose terapéutica

ideal e sugeriram novos estudos para tanto.

Utilizando também fatores de crescimento recombinantes, Kinoshita et al. (1997)
analisaram, em caes Beagle, o reparo 6sseo obtido em lesdes circunferenciais criadas
artificialmente. A proteina osteogénica BMP-2 recombinante foi utilizada adicionada a
uma esponja de acido polilactico-poliglicélico. Apés 12 semanas os animais foram
sacrificados e os blocos obtidos. Uma significativa formagdo de osso foi observada no
grupo tratado assim como novo cemento e ligamento periodontal.Os resultados

mostraram que o uso de BMP-2 pode ser util na regeneragéo periodontal.

Em 1997, Lee em trabalho onde abordava a utilizagao de fatores de crescimento
na reconstrugao dos maxilares, demonstrou que a BMP-1 recombinante nao consegue

induzir isoladamente o crescimento osseo. Entretanto, a proteina possui um efeito
sinérgico com as demais BMPs.
Em 1998, Marx et al. publicaram o artigo que se constituiu na pedra fundamental

do uso do plasma rico em plaquetas nos dias atuais. Os autores discorreram sobre a

biologia, bioquimica e agéo dos diversos fatores de crescimento das plaquetas. A
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fisiopatologia do reparo ésseo foi demonstrada, assim como o papel dos fatores
plaquetarios neste processo.

Ainda em 1998, Reddi afirmou que a utilizagdo dos fatores plaquetarios
existentes no plasma rico em plaquetas era segura e efetiva.

Venturelli, em 1999 publicou trabalho onde demonstrou histologicamente o maior
crescimento 6sseo causado pelo uso de plasma rico em plaquetas. O autor utilizou,
para a obtengdo do PRP, um protocolo semelhante ao utilizado por Rossi Jr, Leme e
Pispico (200!). Este concentrado era geleificado com a adi¢gdo de trombina e cloreto de
calcio. A utilizagao clinica se fez ao redor de implantes do tipo Osteotite ® e as
margens oOsseas foram biopsiadas para estudo. O autor concluiu que a utilizagdo de
PRP em procedimentos clinicos implantares pode ser efetuada com seguranga e
eficiéncia.

Ainda em 1999, Anitua demonstrou, em trabalho onde utilizou uma centrifuga
laboratorial, a possibilidade de obtengdo e uso do plasma rico em plaquetas. O autor
mostrou que o uso de PRP na preparagao de sitios para implantes € eficaz e simples
de se obter na clinica odontolégica.

Um estudo utilizando fator de crescimento derivado de plaquetas, associado ao
fator de crescimento semelhante a insulina foi demonstrado em cées, por Stefani et al.
(2000). Os autores utilizaram um gel adicionado com fatores, nos implantes colocados
em alvéolos de caes. Os resultados mostraram um maior crescimento 6sseo ao redor

dos implantes nas fases iniciais de reparo.

Stephan et al. (2000) publicaram um trabalho onde estudaram o uso de matriz
colagena bovina adicionada de PDGF-BB (fator de crescimento derivado de plaquetas
recombinante). Os resultados mostraram que o PDGF pode ser adicionado a matriz
colagena bovina e que seu potencial de estimulagao ndo desaparece. Isto demonstra

que o material proposto pode ser utilizado clinicamente.

Landesberg, Roy e Glickman (2000) compararam 0 uso de duas técnicas pra
obtengao do gel de PRP. Concluiram que 0 uso de um agente geleificante ITA (Natrex
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Technology) era seguro, pratico e nao necessitava da adigao de trombina ou cloreto de
calcio.

Uma série de 15 pacientes tratados com o uso de PRP e 0sso congelado e
desmineralizado (FDB), foi publicada por Kassolis, Rosen e Reynolds (2000). Os
resultados mostraram que adicdo de PRP ao osso tratado pode ser um tratamento

eficaz e promove um osso diferenciado e maduro para a colocagéo de implantes.

Utilizando também o PRP adicionado a osso particulado, Rosenberg e Torosian
(2000) demonstraram que os resultados da técnica de elevagdo do seio maxilar séo

otimizados com o uso do gel de PRP.

Em 2001, Rossi Jr, Leme e Pispico publicaram um artigo onde propunham um
protocolo de obtencao de plasma rico em plaquetas. Os autores utilizavam uma
centrifuga laboratorial que possibilitava, de forma simples, a obtengdo de PRP em

ambiente ambulatorial.

Além do uso em Odontologia o gel de PRP foi estudado por autores de outras
areas. Assim sendo, Man, Plosker e Winland-Brown (2001) publicaram o uso do PRP

nas cirurgias plasticas de ritidoplastia.

Powell, Chang e Farrior (2001) também publicaram um trabaiho onde utilizavam
o PRP nas ritidoplastias obtendo um resultado de menor edema e dor nas pacientes

tratadas. A facilidade de posicionamento do retalho foi também observada.

Em um trabalho no qual estudavam o efeito da idade e do sexo sobre o nimero
de plaquetas obtidas por dois diferentes métodos, Weibrich et al. (2001) demonstraram
gue nao existe diferenca significativa associada a estes dois parametros. A diferenca
observada quanto ao sexo foi significante, mas irrelevante; enquanto que a idade nao
influi sobre os resultados.

Em 2001, Petrungaro publicou artigo onde demonstrou a utilizag@o de plasma

rico em plaquetas na aceleragdo da maturagao de tecidos periodontais nas cirurgias.

Mostrou que o uso do PRP poderia reduzir a incidéncia de complicagdes, reduzir a dor

e diminuir o tempo total de reparagao.
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Em 2002, Tischler demonstrou o uso de uma maquina automatica para obtengdo
de plasma rico em plaquetas denominada “SmartPrep” . A maquina permite um uso

seguro e fechado do PRP, mas tem como limitador o custo operacional da mesma.

Ainda em 2002, Lekovic et al. publicaram um trabalho onde compararam a
utilizagdo de PRP adicionado a osso bovino desmineralizado com ou sem a utilizagao
de barreiras de PTFE. Os resultados mostraram que ambos os métodos sao efetivos
no tratamento dos pacientes, mas que o uso de regeneragio guiada associada ao 0sso
e ao PRP parece ser um pouco mais promissor. Os autores ressaltaram a necessidade

de estudar o uso de PRP e osso bovino isolados.

Utilizando PRP associado a osso desmineralizado bovino em comparagao a
0sso autégeno, Froum et al. (2002) demonstraram que ocorre um aumento significativo
no crescimento de tecido osseo em defeitos dsseos enxertados com a mistura de PRP
e osso autogeno. Os seios maxilares onde o PRP foi adicionado ao osso bovino nao

apresentaram diferencas significativas.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

Animais:

Foram utilizados no presente trabalho 08 (oito) cdes da ragca Beagle
provenientes do canil do UNITOX — UNISA, com controle de linhagem e origem
segundo padrdes de experimentacdo. Nao houve selegdo de sexo, sendo que todos os
caes eram adultos jovens.

Os caes foram mantidos em canis individuais sob supervisao veterinaria e
receberam dieta de acordo com a fase da pesquisa e agua “ad-libitum *.
Medicamentos:

Os seguintes medicamentos foram utilizados:

Sulfato de atropina (0,04mg/kg)

Acepromazina 2% (0,1mg/kg)

Tiopental (12,5 mg/kg)

Lidocaina 3%

Baytril 500 mg — Bayer Brasil

Trombina bovina topica 1.000 US —USA

Cloreto de calcio 10%

Solugéo de cloreto de sédio a 0,9% (soro fisiolégico)
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Materiais para coleta de sangue e cirurgicos:
Para a coleta de sangue foi utilizado o sistema Vacuntainer® composto por
suporte agulhado e tubos de 4,5ml contendo citrato de sadio (3,2%) tamponado.

Tubos limpos e estéreis, suporte-gradil, pipetas graduadas e seringas do tipo

Luer com agulhas descartaveis, também foram utilizadas.

Para os procedimentos cirurgicos foram utilizados os materiais de rotina a
pratica da Cirurgia Buco Maxilo Facial, conforme descritos nos métodos.

Métodos:

Anestesia geral:

A conduta anestésica dos caes deste estudo foi realizada segundo protocolos
veterinarios de anestesia, para garantia de uma perfeita analgesia, sedacao e
tranquilidade no manuseio dos animais. Os animais foram todos pesados para o
calculo de dosagem de drogas e submetidos a jejum alimentar de doze horas, no dia
anterior ao da cirurgia, sendo submetidos a exames clinicos no momento anterior a
aplicagao da medicagao pré-anestésica. Na anestesia geral foram utilizados, por via
endovenosa, o sulfato de atropina (0,04 mg/kg). Por via intramuscular a acepromazina
2% (0.1 mg/kg) e o tiopental (12,5 mg/kg), também por via endovenosa. Foi colocado
um cateter n° 22 na veia cefalica para manutengdo e controle de farmacos durante o

ato operatorio, bem como manter a hidratagéo e volemia do animal com a infusdo de
soro fisiolégico (fig. 1).

Os caes foram acompanhados pela equipe de veterinarios do UNITOX,
responsavel pelo canil, durante os atos cirirgicos. Foram também anestesiados

localmente com Lidocaina a 3% com adrenalina na proporgao de 1: 50.000 (fig. 2) €

preparados com assepsia, anti-sepsia intra e extrabucal e colocagdao de campos

estéreis



Figura 1- Cao Beagle criado exclusivamente para
pesquisas experimentais no UNITOX. O céo ja recebeu a
medicagao pre-anestésica.

Figura 2 — Anestesia local com Lidocaina a 3%, com a
finalidade de supressao total da dor operatéria.
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Cirurgia preparatéria: remogao dos elementos dentarios (pré-molares)

Na primeira etapa foram extraidos os dentes bilateralmente na regiéao de pré-
molares, através do seccionamento das coroas e separagdo das raizes com motor
cirirgico, forceps e extratores (Fig.3,4). Os alvéolos foram suturados com fios
reabsorviveis (Vicryl 3-0) (Fig.5). Os dentes restantes da mandibula, de forma bilateral,
foram preservados.

Aguardaram-se 42 dias para que houvesse a total reparacdo 6ssea da regido
desdentada (Fig.6).

Obtencao do plasma rico em plaquetas:
Apds o periodo de 42 dias os cdes, foram novamente anestesiados, conforme
técnica descrita, para a coleta de sangue e posterior cirurgia experimental.

Coleta de sangue:

Através da pungado da veia jugular do animal, o sangue periférico foi coletado
utilizando-se 4 tubos de vacuo (Vacutainer®) de 4,5 mi, estéreis, contendo 0,5ml de

citrato de sédio tamponado (3,2%).

Os tubos com sangue foram homogeneizados e enviados para processamento
em uma centrifuga da marca Fanem modelo 260 microprocessada, conforme descrito

por Rossi Jr, Leme e Pispico (2001). (Fig.7)

Obtengdo do P.R.P.: os tubos de citrato contendo o sangue colhido foram
centrifugados a 800 rpm por 10 minutos, separando por camadas as células
sanguineas e o plasma (Fig.8). O P.R.P. foi entdo pipetado e acondicionado em um
tubo de 4,5ml estéril (tubo coletor). Desta maneira pode-se obter aproximadamente
1,5ml de P.R.P. em cada tubo totalizando aproximadamente 6,0 ml. A seguir, 1,0 ml da
zona de névoa (0,2 ml de cada tubo) € pipetado e adicionado ao tubo coletor. Esta
porgao possui plaquetas mais velhas e hemacias que permitem a obtengédo de um gel

de plaquetas mais consistente.



Figura 3- Odontosecgdo que permitiu a remogéo dos
elementos dentais sem trauma as taboas ésseas ou perda

dssea importante.

Figura 4- Exodontia com férceps com a mesma finalidade.
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Figura 5- Sutura com fios reabsorviveis para facilitar o pos-
operatorio dos animais.

Figura 6— Aspecto da area apo6s os 42 dias de reparagao
tecidual.
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Figura 7- Centrifuga Fanem 260 microprocessada utilizada
no experimento. Observar o sistema de tubos a vacuo e os

coletores.

Figura 8- O material obtido apos a centrifugagdo: o plasma
fico em plaquetas encontra-se na porgao superior do tubo,
acima das células vermelhas. A zona de nevoa o separa

das demais células.
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Figura 9 — A solugdo de trombina e cloreto de célcio e
adicionada para obteng@o do gel de PRP.

Figura 10 — O gel de PRP obtido. Observar a consisténcia
no interior do tubo.
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Preparacdo das cavidades 6sseas:

Apbs o periodo de reparo de 42 dias, uma incisdo crestal entre os elementos
restanies foi efetuada. Duas incisdes de alivio (relaxantes), uma na mesial do primeiro
molar e outra na distal do canino proporcionaram o deslocamento do retalho
mucoperiostico expondo o tecido 6sseo mandibular do animal (Fig11). Foram feitas
quatro osteotomias circulares com trefinas de 3 mm de diametro e profundidade de 4
mm, distando 3 mm entre elas, sob intensa irrigacdo com soro fisioldgico resfriado,
para evitar aquecimento (Fig.12,13). O procedimento foi repedido em ambos os lados

da mandibula totalizando oito osteotomias para cada animal.

Preenchimento das cavidades cirurgicas:

As osteotomias proximas aos molares foram preenchidas com coagulo
sangiiineo normal. As osteotomias restantes foram preenchidas com o gel de plasma
rico em plaquetas (PRP) (Fig.14), obtido, com a adicdo de 1 ml de uma solugéo

contendo 2 ml de trombina bovina topica € 1 ml de cloreto de calcio 10%. (Fig. 9,10)

Na seqiiéncia, o retalho foi reposicionado e suturado com fio reabsorvivel (Vicryl
3.0), tendo os animais recebido por via endovenosa, penicilina cristalina na dose de 5
ma/kg de peso corporeo (Baytril 500 mg) que foi mantida por cinco dias (uma dose
diaria). Como medicacdo analgésica foram aplicados 2cc de Dipirona por via
intramuscular (dose tinica). Durante uma semana receberam ragao pastosa, para evitar
traumatismos na area operada e agua a vontade. Apos este periodo, os pontos foram

retirados e a alimentag&o voltou a ser a normal do canil (seca).

Obtencéo dos espécimens para estudo:
Nos tempos de sete, 14, 28 e 42 dias, dois animais foram novamente operados

bilateralmente para remogéc dos blocos dsseos (Fig.15).

Os blocos foram reiirados por osteotomia, distando 3 mm da borda das
cavidades experimentais, com o auxilio de fresas, serra e cinzéis (Fig.16,17). Durante o

ato cirdrgico foram preservadas toda inervagéo e irrigagao intramandibular do cao.
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No local da osteotomia foi colocado novamente o plasma rico em plaquetas,

conforme técnica acima descrita sendo a area suturada com fio reabsorvivel (Vicryl 3-
0). Os caes nao foram sacrificados.

Processamento do material obtido:

Os blocos 6sseos removidos foram fixados em formol tamponado por um més e

processados por descalcificagdo em edta; posterior diafanizagdgo e inclusao em
parafina. )

Foram feitos cinco cortes de cinco micra em cada bloco e as ldminas obtidas

foram coradas como rotina para hematoxilina e eosina.

Os espécimens obtidos foram estudados em microscopio optico comum nos
aumentos de 100, 200, 400 e 600 vezes. As areas significativas para cada tempo

experimental foram fotografadas ‘erﬁ‘um fotomicroscopio “Olympus” digital e impressas.

Figura 11- Reintervengdo na area para confec¢ao das
cavidades dsseas.
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Figura 12— Utilizagdo das trefinas pra a confecgéo de
cavidades com as mesmas proporgdes.

Figura 13- Cavidades confeccionadas. Observar a
distancia entre as lojas osseas.



Figura 14— As cavidades foram preenchidas da seguinte
maneira: 1- com coagulo normal e 2-3-4 com P.R.P.

Figura 15- Reinterveng&o para coleta dos blocos gsseos.
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Figura 16— A osteotomia para a remogdo do bloco
respeitando a inervagao do animal.

Figura 17- Bloco ésseo obtido. Os blocos foram aparados e
fixados em formalina tamponada durante 30 dias.
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RESULTADOS

Os espécimes estudados sob a microscopia otica convencional, exibiram os

seguintes resultados:

No tempo de sete dias pudemos observar uma diferenca entre os espécimes
onde a cavidade foi preenchida somente com coagulo em relagao aos espécimes onde

a cavidade foi preenchida com PRP.

Coagulo: No aumento de 100x pudemos observar a presenga de trabéculas
sseas imaturas, em formagao nas regides proximas da parede 6ssea da cavidade.
stas trabeculas exibiam, ao maior aumento, inumeros osteoblastos jovens e pequeno

eor de mineralizagao. Nas demais regides um tecido composto por mondcitos,

macrofagos e fibroblastos era predominante. (figuras 18 e 19)

PRP: Ao aumento de 100x pudemos observar a presenga de maior numero de
trabéculas nas areas proximas aos limites da cavidade 6ssea. Quando observadas com
um aumento maior tais trabéculas mostravam-se mais definidas e exibiam maior

numero de osteoblastos, além de alguns ostedcitos em seu interior. (figuras 20 e 21)

Aos 14 dias de experimentacdo os espécimes mostraram ainda uma diferenga

significativa com respeito a maturagéo do tecido 6sseo encontrado.



29

Coaguio: No aumento de 100x, a formagao de um maior e mais organizado
umero de trabéculas pode ser observado. As trabéculas eram, entretanto, pouco
efinidas e exibiam ao maior aumento a presenca de osteoblastos em seus limites
lém de ostedcitos em seu interior. A mineralizacdo mostrou-se semelhante a obtida

M reparos 0sseos normais neste tempo experimental. (figuras 22 e 23)

PRP: Os espécimes obtidos com o uso de plasma rico em plaguetas exibiram,
leste tempo experimental, uma maior e mais organizada formagédo de trabéculas
sseas (100x). A observagao destas trabéculas em aumento maior mostrou uma
nelhor definicdo das mesmas, que exibiam maior mineralizagéo, linhas de aposigéao e

)m grande numero de células osseas. (figuras 24 e 25)

No tempo experimental de 28 dias os espécimes mostraram pouca diferenca na
juantidade de osso neoformado, entretanto a qualidade encontrada nos dois grupos

liferiu, mostrando osso de melhor qualidade.

Coagulo: Observados ao aumento de 100x, os especimes de coagulo mostraram
Jma arquitetura compativel com o tempo experimental, caracterizada por trabéculas
e definidas, porém pouco confluentes e interigadas. Poucas linhas de aposicao e

eabsorgao foram vistas nos espécimes observados (400x). (figuras 26 e 27)

PRP: Os espécimes com P.R.P. mostraram, ao aumento de 100x, a formacao de

im osso jovem e desorganizado mostrando, entretanto, trabéculas mais mineralizadas

» confluentes. (figura 28 )
» --\\\ . ~ -
Ao aumento de 400x, pudemos observar as linhas de aposicao € reabsorcao

nais evidentes nestes éébécimes, o que caracteriza um inicio de remodelagao e

nodelagédo ésseas. (figura 29 )
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Finaimente aos 42 dias, tempo de reparo ésseo das fraturas nos caes,

constatamos que a diferenga entre os espécimes dos dois grupos se tomou quantitativa
> qualitativa.

Coagulo: Ao aumento de 100x os espécimes mostraram um total preenchimento
la cavidade oOssea por osso neoformado (figura 30). As trabéculas Osseas se
nostravam bem definidas e exibindo linhas de aposigao e reabsorgao caracteristicas
la fisiologia 0ssea normal. Ao maior aumento (400x) oé, osteoplastos preenchidos por
steocitos e as linhas a‘e aposicao oOssea puderarhj ser evidenciados. O quadro

istologico era compativel com o tempo de reparo 6sseo do animal. (figura 31)

PRP: A quantidade de trabéculas e seu maior volume puderam ser evidenciados
as cavidades 6sseas preenchidas por PRP. As linhas de aposi¢do e remodelagcao
ssea eram evidentes, bem como o maior grau de organizagdo do tecido osseo.
fesma nao se tratando de um estudo quantitativo (morfometrico) foi facil observar uma

nelhor e mais consistente formagao 6ssea neste grupo. (figuras 32 e 33)
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Figura 18- Corte de espécimen de coagulo com sete dias
(100x). Observar a formagdo de osso neoformado (ON)
exibindo trabéculas nao definidas e inimeros osteoblastos.

Figura 19 - Corte de espécimen de coagulo com sete dias
(400x). Observar a uma trabécula ossea (T) neoformada
pouco definida exibindo inumeros osteoblastos ao redor. O
tecido mesenquimal (TM) predomina.



Figura 20 - Corte de espécimen de P.R.P. com sete dias
(100x). Observar a formagao de osso neoformado exibindo
trabéculas bem delimitadas e inimeros osteoblastos.

Corte de espécimen de P.R.P. com sete dias
(400x). Observar a uma trabécula éssea (T) neoformada
exibindo inumeros osteoblastos ao redor e alguns

ostedcitos no interior.

Figura 21 -

32



Figura 22- Corte de espécimen de coagulo com quatorze
dias (100x). Observar a formagdo de trabéculas osseas
imaturas (T). O osso antigo & também observado (OA).

Figura 23 - Corte de espécimen de coagulo com quatorze
dias (400x). Observar uma trabécula 6ssea (T) neoformada
nao definida exibindo inumeros osteoblastos ao redor.
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Figura 24- Corte de espécimen de PRP com guatorze dias
(100x). Observar a formagao de trabéculas osseas bem
definidas. O osso neoformado & também observado (ON).

Figura 25 - Corte de espécimen de PRP com quatorze dias
(400x). Observar uma trabécula ¢ssea (T) neoformada bem
definida exibindo inumeros osteoblastos e osteocitos. O
0sso antigo & também observado (OA) bem como O 0SSO

neoformado (ON).
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Figura 26- Corte de espécimen de coagulo com vinte e oito
dias (100x). Observar a formagéo de trabéculas osseas
bem definidas. As trabéculas ndo sdo confluentes ou
interligadas. O osso normal é tambem observado (ON).

Figura 27 - Corte de espécimen de coagulo com vinte e
oito dias (400x). Observar uma trabécula ossea (T)
neoformada bem definida exibindo inumeros osteoblastos
20 redor e ostedcitos no interior. O osso antigo € também

observado (ON).
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Figura 28- Corte de espécimen de PRP com vinte e oito
dias (100x). Observar a formagdo de trabéculas ésseas
bem definidas. As ftrabéculas sdo confluentes e
interligadas. O osso normal é também observado (ON).

AEN - Th 1
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Figura 29 - Corte de espécimen de PRP com vinte e oito
dias (400x). Observar uma trabécula ossea (T) neoformada
bem definida exibindo inimeros osteoblastos (O) ao redor

e ostedcitos no interior.
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Figura 30- Corte de espécimen de coagulo com quarenta e
dois dias (100x). Observar a formagéo de trabéculas
osseas maduras. O osso formado exibe linhas de aposigao
e reabsorcéo caracterizando remodelagao.

Figura 31 - Corte de espécimen de coagulo com quarenta e
dois dias (400x). Observar as linhas de aposigdo e
reabsorgdo que caracterizam a remodelagdo 6ssea (L).



Figura 32- Corte de espécimen de PRP com quarenta e
dois dias (100x). Observar a formagdo de trabéculas
osseas densas. O osso formado exibe linhas de aposi¢ao e
reabsorcdo caracterizando remodelacao.

Figura 33 - Corte de espécimen de PRP com guarenta e
dois dias (400x). Observar as linhas de aposicdo e
reabsorcéo (L) que caracterizam a remodelacao dssea.

38
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DISCUSSAO

A utilizagdo de enxertos 6sseos na maxila e mandibula tem sido largamente
preconizada em Implantodontia. Estes enxertos visam corrigir a anatomia dos rebordos,
aumentar sua altura e espessura permitindo a colocagdo posterior de implantes
osseointegrados. Em alguns casos, os enxertos sdo efetuados concomitantemente a

colocagéo dos implantes.

Em ambas situacoes, fica claro que o sucesso destes enxertos & fundamental
para a execucgao do tratamento, o que toma a sele¢cdo do material e da técnica uma

tarefa cuidadosa.

Para tanto, o implantodontista deve conhecer a fundo os materiais disponiveis e

uas técnicas de utilizagéao para que possa utilizar as melhores opgées no momento.

Nas ultimas duas decadas, os pesquisadores tém trabalhado na procura e
ptengéo de diferentes materiais para enxertos, bem como técnicas de utilizagao dos

mesmos, visando proporcionar ao clinico, solugdes mais seguras e efetivas.

Nesta linha de trabalho, muitos centros de pesquisa, tém trabalhado o processo
de reparagao 6ssea, visando melhorar seus fendmenos, de maneira a permitir uma

reparagao 6ssea otimizada, que aumente o ganho de tecido 6sseo onde for necessario.

Modelo de reparagiao 6ssea nos enxertos

As células osteocompetentes das areas doadoras de 0sso, tanto do iliaco como
do platd da tibia, compreende osteoblastos da populagéo de células tronco da medular
esponjosa (Axhausen, 1956; Friedenstein et al. 1966; Gray e Elves 1982; Caplan
1994). O préprio enxerto contém células osteocompetentes e ilhas de osso esponjoso
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mineralizado, coagulo sanguineo, fibrina e plaquetas dentro do coagulo. Os
osteoblastos do endodsteo e as células tronco medulares sobrevivem bem nos trés a
cinco dias iniciais, por causa da sua posi¢ac superficial e sua habilidade de absorver
nutrientes dos tecidos receptores. Os ostedcitos dentro do 0sso esponjoso
mineralizado, morrem devido ao seu revestimento mineralizado, que serve como uma

barreira ao aporte nutricional.

O aumento do gradiente de oxigénio entre o enxerto e o tecido adjacente ativa a

quimiotaxia dos macrofagos que, por sua vez, estimula os macréfagos a secretarem o
fator de angiogénese derivado do macrofago (MDAF) e o fator de crescimento derivado
do macrofago (MDGF). Dentro do enxerto, as plaquetas se enredam na degranulagéo
do coagulo dentro de algumas horas da colocagao do enxerto, liberando o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF). Entao, as propriedades inerentes da
ferida (particularmente o gradiente de oxigénio e o PDGF) iniciam rapidamente a
angiogénese dos capilares adjacentes e a mitogénese das células osteocompetentes
transferidas (KNIGNTON et al., 1981). Por volta do 3° dia, podem ser vistos novos
capilares brotando dos capilares existentes do lado externo do enxerto. Eles penetram
o enxerto e se proliferam na rede de 0sso esponjoso para formar uma rede completa
yor volta do 10° ao 14° dia. Como estes capilares respondem pelo gradiente de
Oxigénio, eles efetivamente reduzem o gradiente de oxigénio quando perfundem o
enxerto, assim criando um mecanismo de fechamento para prevenir uma angiogénese
excessiva (KNIGHTON et al., 1981).

Embora o PDGF parega ser 0 mensageiro mais adiantado para estimular a
formacéo precoce do ostedide, isto € provavelmente substituido pelo MDGF e outros
estimuladores do tecido mesenquimal da familia do fator transformador beta de
crescimento (TGF-R). Durante o 3° e o 7° dias iniciais, a populagdo das células de base
e os osteoblastos do endosteo produzem somente uma pequena quantidade de
ostedide. Porém, desde que a rede vascular seja estabelecida, a produgéo de ostedide
acelera, provavelmente devido ao oxigénio e nutrientes viaveis. A formacgéo inicial do
ostedide se desenvolve na superficie da trabécula esponjosa mineralizada dos
osteoblastos do endosteo. Logo depois, ilhas individuais de ostedide se desenvolvem

entre as trabéculas do 0sso esponjoso, provavelmente das células de base transferidas
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ara 0 enxerto. Uma terceira fonte de produgdo de ostegside se desenvolve das células
onco circulantes (mondcitos) que sao também atraidas para o meio bioquimico da
srida (CAPLAN, 1994). Acredita-se que estas células tronco se inoculam dentro do

nxerto, onde proliferam e contribuem para a producao do osteside.

Durante as semanas iniciais, esta fase celular e bioquimica da regeneracao
yssea procede para a consolidagao clinica do enxerto pela coalescéncia das ilhas de
ssteoide, dos ostedides da superficie das trabéculas esponjosas, e do o0sso

hospedeiro. Este processo, que usa a rede de fibrina do enxerto como uma armacéo, é

usualmente referido como uma osteoconducao que prové um patamar chamado de

“substituicao rastejante”, mas o sensato seria “formacao rastejante”. Isto significa dizer

que, normalmente as células ndo moveis (como os osteoblastos) podem ter até certo
ponto mobilidade pelo processo de endocitose ao longo da fibrina como um patamar. O
processo de endocitose € simplesmente a transferéncia da membrana celular pela
borda retirada da célula, através do citoplasma de uma vesicula que avanga a borda
para corrigir a membrana celular. Este mecanismo lentamente avanga a célula e
permite a secregao de seu produto no processo. Neste caso, o produto é o ostedide
sobre a rede de fibrina. Esta regeneragcao celular € freqientemente referida como
regeneragdo Ossea Fase | (AXHAUSEN, 1956). Apés um tempo de quatro a seis
semanas ., ocorre suficiente producdo e mineralizacao do ostedide que permite a
fungao do enxerto. Neste estagio, o osso formado sem a fase condroblastica, parece
histologicamente com um 0s8s0 com ceélulas sem um padrao, a qual & denominado de

“08s0 nado lamelar ou reticulado”. (MARX, 1994)

Como a guantidade de osso formado durante a Fase | depende da quantidade
das células osteocompetentes, areas doadoras Com mais osso trabecular esponjoso
devem ser escolhidas. Em ordem de grau, nos encontramos iliaco posterior e anterior,
platd da tibia, cabeca do fémur, e sinfise mandibular para serem areas doadoras em
potencial, com areas maiores de 0SSO esponjoso do que a calvaria, costela ou fibula

(MARX, 1994). Além disto, o aumento da produgao ossea da Fase | pode também ser

conseguida pela compactacao do material do enxerto. Tecnicamente, isto & conseguido

com um triturador de o0sso, seguido por uma compactagao em uma seringa, ou entao
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compactado também dentro do local do enxerto usando os instrumentos de

preenchimento osseo.

A regeneragao que ocorre na Fase | produz um osso nao lamelar desorganizado
que € estruturalmente sadio, mas nao a ponto de um osso maduro. Este 0sso sofrera
uma reabsorgéo obrigatoriamente e a substituicdo pela remodelagao. Eventualmente, &
substituido pelo osso da Fase Il que & menos celular, mais mineralizado, e
estruturaimente mais organizado (AXHAUSEN, 1956: MARX, 1994). A teoria & que
estes osteoclastos reabsorvem o osso da Fase | em um ciclo normal de remodelagao e
substituicdo. Tanto no osso da Fase I, como no osso trabecular esponjoso original ndo
viavel, quando sao reabsorvidos, o BMP ¢é liberado. As células tronco no enxerto
original e as novas células que chegam dos tecidos locais e da circulacao, respondem
pela diferenciag&o osteoblastica e a formagao de novo osso. Este novo osso se forma
assim que os maxilares e os enxertos estdo em fungio. Ele responde as demandas
recebidas e desenvolve sistemas harvesianos maduros e osso lamelar capaz de
resistirem as forgas normais de cisalhamento recebidas nos maxilares atraves das
fungbes de abertura e fechamento. O osso é capaz de tolerar as tipicas forgas de
compressao das dentaduras e proteses sobre implantes em funcao. Histologicamente,
tais enxertos introduzem em longo prazo uma consistente remodelagao com “tumover”
esqueletal normal. Um periosteo e um endosteo se desenvolvem com parte desta
remodelagdo em longo prazo. A cortical do enxerto nunca se forma tao fina quanto a do
maxilar e o enxerto por si sO0, mantém um padrao trabecular esponjoso denso. Este
padrao é muito vantajoso para se promover a osseointegracdo e é muito adaptavel a

uma variedade de estresses funcionais. Apés varios anos, o enxerto toma a morfologia

radiografica de contomos corticais de uma mandibula ou maxila.

Fatores de crescimento e morfogénese

Os fatores de crescimento agem nas células osteoprogenitoras diferenciando-as

e auxiliando o trabalho das células pres
res onde as células osseas remanescentes nao sao suficientes

entes no osso pré-existente. Desta forma, nos

defeitos 6sseos maio

para induzir o reparo, os fatores de crescimento desempenham um papel fundamental.
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Compos.,to POT UM grupo de polipeptidios, os fatores de crescimento formam um
grupo d.e medlaéores biologicos que regulam eventos celulares importantes no reparo
dos tecidos, proliferagéo de células incluindo diferenciagéo, quimiotaxia e formagéao de
' matnz.

Muitos estudos em vivo e “in vitro” avaliaram os efeitos destes polipeptidios na

‘ fomagdo de osso. Fatores de crescimento e fatores de diferenciagdo achados nos
. 0ssos incluem PDGF, TGF, fator de crescimento de fibroblastos basico (FGF), IGF, e
| BMPs.

| Matriz extracelular

A matriz extracelular do osso € um reservatorio multifatorial para os fatores de
| crescimento que regulam a fungao das células do osso. Os fatores de crescimento
encontrados na matriz extracelular do osso sao mediadores moleculares potenciais de

diferenciagao, manutengao, e reparagao 6ssea (RIPAMONTI e REDDI, 1992).
Fator de crescimento semelhante a insulina

‘ IGF-I e IGF-ll sdao encontrados em grandes quantidades no tecido ¢sseo. Na
matriz de osso, IGF-Il é o fator de crescimento mais abundante (MOHAN e BAYLINK,
1991).

Produzido por osteoblastos, IGF-I estimula a formagao de osso por proliferagao
| celular, induzindo diferenciagéo e a biosintese do colageno. Altas quantidades de IGF-I

s30 sintetizadas por osteoblastos na formagéo do tecido dsseo. (LYNCH et al., 1991b)

, Os efeitos “in vitro” (ex., promovendo quimiotaxia de osteoblastos) de IGF-| e
| IGF-Il sao semelhantes. Porém, foi achado que IGF-Il nao é tao potente quanto IGF-I
| no processo de formacao de osso. Foi encontrado, entretanto, que a combinagao de

| IGF-| e ou IGF Il com outros fatores de crescimento, pode aumentar o processo de

| ossificagao no reparo. (LYNCH et al., 1991a)

| Combinagao de PDGF e IGF

Foi avaliada a combinacao de PDGF e IGF em estudos de regeneracao ossea.

Dados de um estudo efetuado por Lynch et al. (1991a) mostraram que quando tecidos
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periodontais que foram expostos em curto prazo, a uma combinacdo de PDGF-B

binante hu
recom mano e IGF-I, resultaram em regeneragdo do osso. Neste estudo,

aproximadamente 80 ng (menos que 4%) dos fatores de crescimento ficaram presentes
por mais de 96 horas depois da aplicagao. Quatro semanas depois de aplicagéo dos
fatores de crescimento, uma regeneracso 6ssea aumentada foi observada. Comparado
com locais de controle que receberam um gel placebo, houve de cinco a dez vezes de
aumento na formagao de osso novo nos locais tratados com a combinagdo de PDGF-B

e IGF-I nas duas a cinco semanas depois das aplicagdes (LYNCH et al., 1991a).

Outro estudo efetuado por Lynch et al. (1991b), avalou a habilidade da
combinagado de PDGF-B/IGF-I em vivo de promover regeneracgio de osso ao redor de
mplantes. Resultados mostraram que aos sete dias, os implante. tratados com a
combinagao de fator de crescimento, tiveram uma maior porcentagem de contato de
osso-implante, que os implantes tratados com placebo ou implantes nao tratados. Este
achado sugere que integragao mais rapida pode acontecer com o uso de PDGF-B e
IGF-I. Isto & um achado importante, porque a imobilidade do implante durante as fases
iniciais do reparo, & fundamental para a estabilidade secundaria do implante e
assegurar sucesso do tratamento. A combinagao de PDGF-B e IGF-l aumenta o
crescimento de osso nos espagos perimplantares; portanto, o uso desta combinacgao de
fatores de crescimento & positiva e pode melhorar a estabilidade de um implante

colocado em osso esponjoso. (LYNCH et al., 1991b)

Em um estudo de Becker et al. (1992), a formagao de 0sso cortical adjacente
aos implantes, foi aumentada significativamente com o uso de PDGF e IGF-l em adigao
a0 uso de membranas. Os resultados deste estudo mostraram, que os locais tratados

com membranas de ePTFE e a combinagao de fatores de crescimento, tiveram um

maior contato de osso-implante, uma maior quantidade de osso sob a barreira. De

acordo com os autores, o uso de membranas pode ter causado retencéo fisica dos

fatores de crescimento, e eles foram mantidos em contato maior com os implante. Os

fatores de crescimento também podem ter ligado a capa de oxido de titanio do
implante. PDGF pode ter estimulado

implante, pois o PDGF & quimiotatico

migracao de osteoblastos junto a superficie do

para osteoblastos.
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_ Esta- possivel diferenca na migragéo de osteoblastos pode ter resultado em uma
quantia maior de osso adjacente aos implantes (BECKER et al., 1992).

Um estudo mais recente de Giannobile et al. (1994) discutiram o uso de PDGF e
IGF-1 em primatas e caninos. Os resultados mostraram que havia uma quantia
aumentada de 0sso nos primatas (21,6%) e caninos (65%) tratados com a combinagao

de fatores de crescimento comparada com o controle em primatas (8.5%) e caninos
(14.5%).

No primeiro estudo em humanos da efetividade do PDGF/IGF em combinagao,
houve uma diferenca estatisticamente significante entre locais tratados com fatores de
crescimento e o controle. O locais tratados com esta combinacado de fatores de
crescimento tiveram um crescimento de osso de 43.2%, enquanto que o grupo de
controle teve apenas 18.5%. (LYNCH et al., 1991b)

A combinagao de PDGF e dexametasona também foi estudada. Resultados de
um estudo mostraram que esta combinagdo produziu aumentos significantes em

formacao de osso novo quatro semanas depois de administracdo. (LYNCH et al.,
1991b)

Fator de crescimento de fibroblastos

Sao achados FGF acido e basico na matriz do tecido 6sseo. Ambas as formas
de FGF estimulam a sintese de DNA e replicagdo de células em vitro, mas eles
diminuem a atividade de fosfatase alcalina e nao tem nenhum efeito estimulador direto

em osteoblastos maduros.

Ambos os tipos de FGF s&o estimulantes potentes de angiogénese o que €

importante para a invasao vascular do enxerto (LYNCH et al., 1991b).

Fator-b transformador

O termo TGF-b se refere a familia de fatores de crescimento e diferenciagao que
incluem BMPs. TGF-b1 e TGF-b2 que s&o sintetizados e encontrados em plaguetas,
macréfagos, e alguns outros tipos de células. O TGF-b1 e o TGF-b2 afetam
fibroblastos, células mesenquimais indiferenciadas, principalmente pré-osteoblastos

depois de sua secregdo pelas plaquetas degranuladas ou ativamente secretados
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atraves de macrofagos. Os TGF-b1 e TGF-b2 atuam nos mecanismos de reparo em
longo prazo, € com o passar do tempo na remodelagdo do osso produzido. Estes
fatores de crescimento tém varias fungdes importantes, quimiotaxia, incluindo a
mitogénese dos precursores dos osteoblastos, e a estimulagéo de osteoblastos na
matriz do colageno de lesdo, reparando o osso. O TGF-b1 e TGF-b2 promovem a

fomagao de osso sobre as zonas de reabsorgao inibindo formagao de osteoclastos
(MARX et al., 1998).

Em sistemas em desenvolvimento, o TGF-b & um regulador multifatorial do
crescimento celular. O TGF-b é muito abundante na matriz extracelular do osso. O
TGF-b estimuia na matriz do osso a producgéo de fibronectina, colageno, e a biosintese
de osteonectina. Também sao expressos genes de TGF-b durante o reparo de fraturas
de osso em humanos. Por causa de seu pleiotropismo efetua na formagao da matriz do
0sso a reabsorgcdo, como também por sua abundancia relativa no osso, o TGF-b

também atua na formacgao 6ssea. (LYNCH et al., 1991a)
Proteinas morfogenéticas

Até esta data, foram descobertas e publicadas 12 BMPs na literatura. Onze
destas BMPs, BMP-2 a BMP- 12, estdo relacionadas umas com as outras e sao
classificadas como pertencendo a familia de TGF-b por causa de suas sequéncias de

aminoacidos. Estas BMPs isoladamente iniciam a formagédo iniciada de osso

endocondral . (URIST, 1965)

Quantidades pequenas de BMP nativo estao presentes em osso cortical

(aproximadamente 1 a 2 mg de BMP por quilograma de osso cortical) (RILEY et al,,
1996).

Muitos grupos isolaram e identificaram BMPs em outros sistemas, dando outros
nomes de referéncia a estas moléculas. O BMP-3 é também conhecido como
osteogenina, e BMP-7 e BMP-8 também sao chamados de proteina-l osteogénica (OP-

1) e proteina-2 osteogénica (OP-2), respectivamente (REDDI, 1998).

Os BMPs sao moléculas pleiotropicas que sdao envolvidas na quimiotaxia,

mitose, e diferenciagao de células mesenquimais no tecido o0sseo. Depois da
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uimiotaxia de monécito : o
a S € celulas mesenquimais a diferenciagao celular acontece. As

slulas mesenquimai i : .
célula quimais proliferam e diferenciam-se em condrécitos que em seguida

hipertrofiam-se. Eles sofrem morte celular e sdo entdo substituido por osso. O
ambiente criado com a présenca do BMPs determina o tipo de tecido produzido. Em
um local heterotopico, o BMP-3 ou BMP-7 produzem cartilagem. No periodonto, eles
produzem cemento, ligamento periodontal, e osso alveolar. Em areas craniofaciais o
BMP-3 e BMP-7 produzem o osso intramembranoso. (REDD!, 1998)

BMP-1

Por causa de sua seqiiéncia de aminoacido, BMP-1 nao faz parte da familia do
TGF-b. Esta proteina morfogenética nao tem a habilidade para induzir formagéo de
osso. Porem, pode ter algum efeito sinérgico com as outras moléculas de BMP e sua

seqiiéncia € semelhante ao fator de crescimento epitelial. (LEE, 1997)
BMP-2 Recombinante Humano (rhBMP-2)

Foi demonstrado que o rhBMP-2 tém a habilidade para induzir o sequéncia
completa de ossificagdo endocondral. A aplicagao deste fator de crescimento resulta
em inducéo local de cartiagem, e este tecido & substituido depois por 0sso & medula
¢ssea. O tempo requerido para acontecer a formagao de 0sso é reduzido quando
hBMP-2 é implantado no local. Foi mostrado também que grandes quantidades de
hBMP-2 resultam na formacao simultinea de cartilagem e osso. Estes achados

indicam que a rhBMP-2 pode influenciar diretamente o caminho da formagéo 6ssea ou
o de seqiiéncia endocondral. (WOZNEY, 1995)

Usando um modelo com roedores, foi demonstrado que o rhBMP-2 induz uma

formagdo 6ssea ectopica que é precedida através de cartilagem. Aplicagbes espécie-

cruzadas de rhBMP-2 demonstraram a habilidade de rhBMP-2 para apoiar a reparagao

de defeitos de tamanhos criticos. Resultados de um estudo de rhBMP-2 em um modelo

canino mostraram que uma area extensa de osso pode ser regenerado depois da

implantagao de rhBMP-2 em bolsas periodontais. (SIGURDSSON et al., 1995)

o em modeios caninos avaliou 0 potencial regenerativo do rhBMIP-2

s resultados deste estudo mostraram

Outro estud
em defeitos de circunferenciais, horizontais. O
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uma formagao de osso novo significativamente maior nos locais fratados com rhBMP-2

comparados com os locais de controle. (KINOSHITA etal., 1997)

Um estudo em ratos mostrou que a aplicagéo local de MBMP-2 em areas com
alteracGes induzidas por irradiagao podia evoluir para a cura do osso. Os autores
atribuiram o crescimento a possiveis células viaveis remanescentes no campo
iradiado. Também é possivel que células mesenquimais, de campos proximos da area
fadiada, tivessem sido atraidas por quimiotaxia e migrado para a zona de fecido
danificado. Os autores concluiram que o sucesso de implante dentais, colocados em

mandibuias reconstruidas, pode ser melhorado com o uso de MBMP-2, minimizando
perda de osso e dos implantes. (KINOSHITA et al.,1997)
BMP-3

O primeiro estudo da aplicacdo do BMPs em humanos. usando uma unica
aplicagcao de BMP-3 (osteogenina), combinou sua aplicagao com 0SS0 desmineralizado
em um modelo de dente incluso. Em alvéolos exiraidos de dentes inclusos que
receberam BMP-3 e o enxerto, uma quantidade aumentada de 0sso hovo, em
formagao, foi vista comparado com locais que receberam BMP-3 e colageno, ou 0s
locais de controle. Porém, locais tratados com o use combinado de um enxerto de 0sso

e BMP-3 nao demonsiraram diferencas significantes na formagao de 0ss0 novo,

comparados com locais que receberam apenas o enxerto 6sse0- (LYNCH etal., 1991a)

BMP-7

As BMPs mostraram-se como uma promessa no reparo ao redor do implanie.

Um estudo piloto em primatas avaliou o uso de uma unica aplicagéo de BMP-7 ao redor

do alveolo de exiracdo imediata. Resultados mostraram au® ha trés semanas, foi

encontrado um aumento no crescimento do osso, medido histologicamente. (LYNCH et

al., 1991b)

£ um modelo utiizando ratos, @ implantagéo subcutanea de OP-1 humano

. . .
(BMP-7), induziu uma sucessao de eventos celulares, que conduziram a formagao d

- # i tividade
0sso novo completamenie funcional. Estes achados eram determinados pela ativida

alina, conteudo de calcio e histolod ia local. Em coelhos, caes

especifica da fosfatase alc
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e primatas foi demonstrado que a implantagdo de OP-1 recombinante humano,
contendo preparagdes de matriz de colageno, obtiveram resultados positivos em

defeitos segmentarios. Este osso & biolégico e biomecanicamente funcional. (COOK
1996)

O achado de que OP-1 induz a formagao de osso novo, promove crescimento de
osteoblastos, e mantém o fenétipo de osteoblastos “in vitro” indica que este fator de
crescimento pode estar envolvido centraimente na homeostase 6ssea. (COOK e
RUEGER, 1996)

BMP bovino

Um estudo de BMP bovino em um modelo de caes mostrou que sua aplicagao
aumentou a taxa de osseointegragdo ao redor de implantes apds quatro semanas.
Achados em Microscopia de Varredura Eletronica (SEM), mostraram formagao
abundante de osso lamelar ao redor dos implantes cobertos com BMP bovino, oito

semanas apos a sua administragdo. (LYNCH et al., 1991b)

Fator de crescimento derivado de plaquetas

PDGF é o primeiro fator de crescimento a aparecer em uma ferida. Isto inicia o
processo de reparo do tecido conjuntivo, inclusive a regeneragao de osso. No momento
do dano, o PDGF emerge das plaquetas que degranulam ativando os receptores de
membrana de células designadas (alvo). Estas células designadas desenvolvem lagos
de fosfato de alto-energia com proteinas internas do citoplasma as quais ativam entao
os lagos para iniciar uma atividade especifica dentro da célula designada. O PDGF tem
varias atividades importantes, especificas: (1) aumento o numero de células
reparadoras, mitoses de endoteliocitos em vasos capilares locais, debridamento do

local da ferida, e sdo uma fonte de fatores para crescimento e regeneragao de 0sso

continuada. (MARX et al., 1998)

O PDGF estimula a sintese de DNA, quimiotaxia, colageno e sintese de proteina

em cultura de osso. O PDGF regula atividade da fosfatase alcalina e da osteocalicina.
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O plasma rico em plaquetas € uma fonte de autéloga de PDGF e TGF-b. E
obtido isolando e concentrando plaquetas usando centrifugagdo. (ROSSI Jr, LEME e
PiSPICO, 2001)

O plasma rico em plaquetas somado a enxertos de osso resulta em uma taxa de
maturagdo 1.62 a 2.16 maior que enxertos de osso que nio receberam o plasma,
mostrando uma maior quantidade e densidade de osso. (MARX et al., 1998)

Plasma rico em plaquetas: fator de crescimento para enxertos 0sseos

A bioguimica do tecido receptor e do proprio enxerto, como anteriormente
explicado, € altamente intrigante. Porém, atualmente, estudos e experiéncias com o
plasma rico em plagquetas (PRP) adicionado ao enxerto tém mostrado uma
consolidagdo mais rapida e uma mineralizagdo do enxerto na metade do tempo, além
de uma melhora de 15% a 30% na densidade do osso trabecular. (MARX et al., 1998)

O conceito € que o PRP, que &€ um coagulo de fibrina (as vezes referido como
uma cola de fibrina), & rico em plaquetas as quais liberam, em periodos ciclicos, PDGF
e TGF-B.

O PDGF parece ser o primeiro fator de crescimento presente em uma ferida e
inicia a reparagdo do tecido conjuntivo, incluindo regeneragéo e reparo ¢sseo. As
atividades especificas mais importantes do PDGF incluem mitogénese (aumento da
populagdo de células, principaimente das células de reparagéo), angiogénese (mitose
endotelial dentro de capilares em fungao), e atividades de macrofagos (debridamento
do local da ferida e origem da segunda fase dos fatores de crescimento para o reparo
continuado e regeneragao 6ssea). (ROSS et al., 1986)

Ha aproximadamente 0.06 ng de PDGF por milhdo de plaguetas e cerca de 1200
moléculas de PDGF por plaqueta, demonstrando o grande potencial destas. A teoria &
que isto aumenta a quantidade inicial de PDGF o que propicia uma maior atividade da

célula osteocompetente de forma mais completa do que quando ocorre no enxerto e no
meio do coagulo apenas (ROSS et al. 1 986). Alem disto, acredita-se que o aumento da
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rede de fibrina criado pelo PRP aumenta a osteocondugdo do inicio ao fim da
consolidagao do enxerto.

O TGF é um termo aplicado para uma “super” familia de fatores de crescimento
e de diferenciagéo, das quais os ultimos 13 BMPs descritos sd0 membros (CELESTE
et al. 1990). As proteinas TGF B1 e TGF-B2 sdo os fatores de crescimento mais

protéicos e geneéricos envolvidos com o reparo do tecido conjuntivo em geral e
regeneragao 6ssea.

Estas proteinas TGF representam um mecanismo que mantém o moédulo de
regeneragao 0ssea e a reparacao em longo prazo e se transformam em um fator de
remodelagao ossea com o tempo. A fungdo mais importante do TGF-R1 e do TGF-R2
parece ser a quimiotaxia e a mitogénese dos precursores de osteoblastos e sua
habilidade para estimular sua deposicdo da matriz de colageno na reparacgéo da ferida
e do osso (MARX et al., 1998). Além disto, as duas proteinas TGF inibem a formagao
de osteoclastos e a reabsorgao de osso, assim, favorecendo mais formagéao do que

reabsorgao pelos dois mecanismos diferentes. (MOHAN e BAYLINK, 1991)

Um modelo razoavel tem sido desenvolvido para regeneragao Ossea em
enxertos celulares da medula esponjosa baseado em trabalhos anteriores e em
conhecimentos recentes (MARX et al., 1998). Este modelo também aponta para dois
fatores fundamentais, que influenciam a regeneragdo 6ssea nomalmente. Mostram,
como as quantidades aumentadas de cada um, através do PRP, produzem uma taxa
mais rapida de formagao 6ssea e uma quantidade maior de osso. A amplificagao da
influéncia do PDGF e do TGF-3 através da técnica de seqliestro e concentragao de
plaquetas no PRP é vista como uma ferramenta disponivel e pratica para aumentar a

taxa de formagéo dssea e a quantidade de osso formado.

O fato do PRP ser um preparado autologo elimina as influéncias de transmissao
de doengas ou reagbes imunogénicas que existe com preparados alogénicos ou
xenogénicos. Por isso o PRP & preparado no ato da cirurgia, eliminando a possibilidade
da rotulagdo errada de uma amostra (que pode ocorrer quando usamos um sistema

laboratorial).
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No presente estudo, o plasma rico em plaquetas foi obtido no momento da
cirurgia conforme protocolo proposto por Rossi Jr, Leme e Pispico (2001) que se
assemelha ao proposto por Venturelli (1999).

Comparados os resultados obtidos nos diferentes grupos podemos observar que
no tempo sete dias obtivemos nas cavidades tratadas com PRP uma presenga de um
maior numero de trabéculas nas areas proximas aos limites da cavidade ossea.
Quando observadas com um aumento maior tais trabéculas mostravam-se mais
definidas e exibiram um maior nimero de osteoblastos além de alguns osteocitos em
seu interior. No tempo de 14 dias, os espécimes obtidos com o uso de plasma rico em
plaquetas exibiram uma maior e mais organizada formagdo de trabéculas osseas,
quando examinadas em uma visdo mais ampla. A observagdo destas trabéculas em
aumento maior mostrou uma melhor definicho das mesmas, exibiam maior
mineralizagdo, linhas de aposicdo e um grande numero de células 6sseas. Estes
resultados sdo concordantes com os dados levantados na literatura. Lynch et al.
(1991b), Bolander (1992), Ripamonti e Reddi (1992), Tayaponsak et al. (1994) e Stefani
et al. (2000) observaram em seus estudos que os fatores de crescimento promoviam

um substancial aumento do crescimento tecidual durante as fases iniciais do reparo.

Aos 28 dias de experimentagao, os espécimes mostraram pouca diferenga na
quantidade de osso neoformado, entretanto, a qualidade encontrada nos dois grupos
diferiu.

Os espécimens adicionados somente por coaguio, observados ao aumento
menor mostraram uma arquitetura compativel com o tempo experimental, caracterizada
por trabéculas bem definidas, porém pouco confluentes e interligadas. Poucas linhas
de aposigao e reabsorgao foram vistas nos espécimes observados quando vistas em

campos mais detalhados.

Os espécimes com P.R.P. nesta fase do experimento mostraram ao aumento
menor, a formagdo de um osso jovem e desorganizado mostrando, entretanto,
trabéculas mais mineralizadas e confluentes. Em aumento maior e mais detalhado,
pudemos observar as linhas de aposicdo e reabsorgdo mais evidentes nestes

espécimes, o que caracteriza um inicio de remodelagéo e modelagao osseas.
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Nos tempos intermediarios da reparacio 6ssea a adicdo de fatores de
crescimento ndo parece influenciar demasiadamente a velocidade e a qualidade de
formagao dssea. A maior quantidade de trabéculas parece ser devida a maior atividade
reparacional observada nos tempos de sete e 14 dias. Além disto, a presenga de linhas
de aposicdo e modelagdo evidenciam um discreto avango na maturagdo dos
espécimens tratados com PRP.

Finalmente aos 42 dias, tempo total e normal de reparo 6sseo das fraturas nos
caes, constatamos que a diferenga entre os espécimes dos dois grupos se tornou

quantitativa e qualitativa.

Os espécimes de coagulo mostraram um total preenchimento da cavidade ossea
por osso neoformado. As trabéculas dsseas se mostravam bem definidas e exibindo
linhas de aposicao e reabsorgdo caracteristicas da fisiologia 6ssea normal. Com
observagao mais detalhada, os osteoplastos preenchidos por ostedcitos e as linhas de
aposicao o6ssea puderam ser evidenciados. O quadro histolégico era compativel com o

tempo de reparo 6sseo do animal.

Uma quantidade de trabéculas e seu maior volume puderam ser evidenciados
nas cavidades o6sseas preenchidas por PRP. As linhas de aposi¢ao e remodelacao
ossea eram evidentes. bem como, o maior grau de organizacao do tecido ésseo.
Mesmo nao se tratando de um estudo quantitativo (morfométrico) foi facil observar uma

melhor e mais consistente formagao 6ssea neste grupo.

Varios autores mencionam resuitados semelhantes, como Lynch et al. (1991a);
Becker et al. (1992); Tayapongsak et al. (1994); Giannobile, Finkelman e Lynch (1994),
Caplan (1995); Giannobile et al (1996); Howell et al. (1997); Venturelli (1999),
Petrungaro (2001), Froum et al. (2002).

Giannobile, Finkelman e Lynch (1994) demonstraram um crescimenio 0sseo

65% maior nos grupos tratados com PRP em um modelo canino.

A parte dos resultados obtidos por nos e publicados por outros autores com a
adicao de PRP em reparacdo oOssea, O reparo dos tecidos moles também é

potencializado. Desta forma, autores como Lynch et al. (1989), Lynch et al (1991a),
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Pierce et al. (1992), Wang et al. (1994), Giannobile et al (1996), Man, Plosker e
Winland-Brow (2001) e Petrungaro (2001) mostraram que a adigdo de PRP nas feridas

cirurgicas acelera a maturagéo dos tecidos moles, diminuindo o tempo total de reparo.

Observando nossos resultados e comparando-os com os dados levantados na
bibliografia, toma-se evidente, para nos, a participagao dos fatores de crescimento no

reparo 0sseo e sua potencial utiizagdo a partir da adigdo de um concentrado
plaquetario.
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CONCLUSOES

Analisados os resultados obtidos e comparados com os dados levantados na
literatura consultada, o autor pode concluir:

1 — Nos tempos de sete e 14 dias da reparacdo ossea, a adicao de plasma rico
em plaquetas promove um aumento guantitativo e qualitativo no tecido ¢sseo formado.

A velocidade de producgéo de trabéculas também se mostra aumentada.

2 — No periodo intermediario da reparacao (28 dias), a adicao de plasma rico em
plaguetas n&o parece alterar a quantidade de tecido 6sseo formado. A maturagao,

entretanto, se mostra mais avangada nos espécimens adicionados.

3 — No tempo de 42 dias da reparacao Ossea, a adicao de plasma rico em
plaguetas aumenta significativamente a qualidade e a quantidade de osso formado. A

maturagao mais avancada dos espécimens adicionados é também evidente.
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