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RESUMO

Atualmente, o tratamento de pacientes edéntulos com implantes dentarios tem se
tornado seguro e eficaz, no entanto, um dos desafios nas reconstru¢des 6sseas
previamente a instalacdo de implantes é a presenca de defeitos 6sseos nos
rebordos alveolares. Por essa razdo, muitas pesquisas tém contribuido para o
desenvolvimento de novos biomateriais. Este estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da associacdo do Plasma rico em Fibrina e Leucdcitos (PRF-L) com 0sso
bovino desproteinizado (Bio-Oss®) na formacao 6éssea em tibias de coelho por meio
de microtomografia computadorizada. Na metodologia empregada foram criados
defeitos 6sseos em tibias de 20 coelhos da raca Nova Zelandia. O experimento foi
dividido em 4 grupos: Sangue, PRF-L, Bio-Oss® e Bio-Oss® associado ao PRF-L e
avaliados em dois periodos, 30 e 60 dias. Os resultados da microtomografia
computadorizada demonstraram em relacdo ao volume de tecido mineralizado e
densidade mineral 6ssea, que ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos no
periodo de trinta dias, contudo no periodo de 60 dias, o0s grupos Bio-Oss® e Bio-
Oss® associado ao PRF-L, obteveram maior formacdo de tecido mineralizado e
densidade d6ssea. A associacdo do Bio-Oss® com PRF-L ndo apresentou aumento
da formacéo de tecido mineralizado. Concluiu-se que a associacdo do PRF-L com
Bio-Oss® ndo promoveu aumento da formacdo do tecido mineralizado e mostrou
que a utilizacdo do Bio-Oss® € uma técnica segura e clinicamente previsivel sendo
uma alternativa viavel para enxerto de osso autdégeno.

Palavras chave: Fibrina Rica em Plaquetas. Implantes. Osso bovino desproteinizado.
Biomaterial.



ABSTRACT

Currently, the treatment of edentulous patients with dental implants has become safe
and effective, however, one of the challenges in bone reconstruction implants prior to
installation is the presence of bone defects in the alveolar ridges. For this reason,
much research has contributed to the development of new biomaterials. This study
aimed to evaluate the rich Plasma effect on fibrin and leukocytes (PRF-L) with
deproteinized bovine bone (Bio-Oss ®) on bone formation in rabbit tibia using
computed microtomography. The methodology were created bone defects in the tibia
of 20 New Zealand rabbits breed. The experiment was divided into 4 groups: Blood
PRF-L Bio-Oss ® and Bio-Oss ® associated with PRF-L and evaluated at two
periods, 30 and 60 days. The results of computed microtomography shown in relation
to the volume of mineralized tissue and bone mineral density, there was no
significant difference between the groups in the thirty day period, however the 60-day
period, Bio-Oss ® and Bio-Oss ® groups associated with the G-FRP, obteveram
increased formation of mineralized tissue and bone density. The combination of Bio-
Oss® with PRF-L showed no increased formation of mineralized tissue. It was
concluded that the association of PRF-L Bio-Oss ® did not cause increased
formation of mineralized tissue, and showed that the use of Bio-Oss ® is a clinically
safe and predictable technique being a viable alternative to autogenous bone graft.

Key words: Fibrin Platelet Rica. Implants. Deproteinized bovine bone. Biomaterial.
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1 INTRODUCAO

Os implantes dentarios sdo utilizados com grande previsibilidade, alto indice
de sucesso e comprovada osseointegracdo. Um dos grandes desafios nas
reconstrucdes Osseas para instalacao de implantes € a presenca de defeitos 6sseos
nos maxilares. A fim de superar tais limitagdes, varios biomateriais foram pesquisados
e utilizados para restaurar a forma e a fungéo dos rebordos alveolares 123,

Dentre os materiais bioldgicos, 0os enxertos de origem autégena sdo os que
apresentam melhor previsibilidade por possuirem propriedades osteogénica,
osteocondutora e osteoindutoras, além da biocompatibilidade, sendo considerados
0 padréo ouro das técnicas de reconstrucdo 6ssea*®. Entretanto, ndo séo todos os
pacientes que aceitam duas cirurgias (area doadora e receptora). Além disso, a area
doadora pode apresentar limitacdes quanto a quantidade possivel de 0sso a ser
retirado, principalmente em situac8es que requeiram um grande volume de enxerto®.

Biomateriais tem sido utilizados para modular a inflamacgédo, reduzir a
morbidade cirtrgica e aumentar a velocidade do processo de reparo’. A principal
caracteristica de um biomaterial é sua biocompatibilidade, ou seja, com composicéo
semelhante ao tecido hospedeiro e que ndo cause umaresposta negativa do receptor ®,

Uma grande variedade de biomateriais, como 0sso bovino desproteinizado,
0sso humano desmineralizado, congelado e seco, hidroxiapatita (HA), vidro bioativo,
tricalcio-fosfato e polimeros, foram desenvolvidos como alternativas ao 0Sso
autdgeno para promover a formacao 6ssea®.

Os biomateriais de origem bovina tém sido estudados desde a década de 60?°.
O o0sso bovino desproteinizado é um biomaterial amplamente utilizado nos
procedimentos de reconstrucdo para aumento de volume Osseo!l. E uma
hidroxiapatita bovina inorganica desproteinizada, biocompativel, com propriedade
osteocondutiva e de reabsorcédo lental2. Porém, trata-se de um material acelular, ndo
possuindo capacidade osteogénica ou osteoindutora, propriedades estas
necessarias para ser considerado um substituto ésseo ideal. Sua resisténcia
biomecanica é similar ao do osso humano e tratamentos adequados para a sua
obtencdo podem evitar respostas imunologicas ou inflamatérias adversas. Pode ser
usado para substituir o enxerto 0sseo autdgeno em muitos casos. Atuam como

arcabouco sobre a qual as células osteogénicas e vasos sanguineos se interagem
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para a formagédo de novo osso *'+'. Ocorre entdo, neoformacao de capilares, de
tecido perivascular e migracdo de células oriundas do leito receptor. O 0sso bovino
desproteinizado tém sido relatado no tratamento de defeitos periodontais, defeitos
0sseos maxilares e no levantamento do assoalho do seio maxilar*®*”'8,

O aumento 0sseo, utilizando concentrados de plaquetas associados ou ndo a
biomateriais, tem sido alvo de diversos estudos e uma consideravel atencdo sobre o
potencial de aplicacdo de fatores de crescimento para melhorar o processo de
cicatrizacdo de feridas. A fibrina rica em plaquetas e leucécitos (PRF-L) tem sido
evidenciada nas diversas areas da medicina devido ao seu potencial para acelerar e
melhorar o processo de cicatrizacado. O PRF-L, que foi descrito pela primeira vez
por Choukroun em 2000, é uma segunda geracdo de concentrados de plaguetas que
pode ser utilizado para promover a cicatrizacdo de feridas e regeneracdo do 0sso,
estabilizacdo de enxertos, selamento de feridas e a hemostasia®?. O PRF-L
consiste em uma matriz densa de fibrina entremeada de células, citocinas, fatores
de crescimento, constituindo um reservatorio com potencial osteogénico. A fibrina é
um elemento fundamental para a hemostase, que constitui o primeiro momento da
cicatrizacdo, e também para as fases que se seguem a recuperacdo estrutural e
funcional dos tecidos lesados?®.

Trabalhos sobre PRF-L demonstraram que este biomaterial possui inUmeras
caracteristicas promissoras e vantajosas quando se faz a comparacdo com o0s
outros concentrados de plaquetas disponiveis no mercado. Biomateriais a base de
fibrina, conhecidos como colas ou vedantes fibrinogénios, tém sido utilizados por
mais de 30 anos como hemostatico cirargico e agentes de vedacao, demonstrando
beneficios em praticamente todos os campos cirdrgicos, incluindo a cirurgia plastica
reparadora e tratamento de feridas23,

Em reconstrucdes 6sseas de pequeno porte ou grandes traumas, o PRF-L
tém indicacdes clinicas especificas e quando usados isolados e/ou em conjunto com
0sso0 bovino desproteinizado, aumentando a possibilidade de tratamentos com
implantes2t,

Por esta razao, torna-se interessante avaliar a associacdo do 0sso bovino
desproteinizado com PRF-L, em defeitos 6sseos criados em tibias de coelho,

observando a formagéo 6ssea, qualidade e tempo necessarios para a cicatrizacao.
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2 OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da associagdo do PRF-L com
0sso bovino desproteinizado na formacdo 6ssea em tibias de coelho por meio de

analise de microtomografia computadorizada.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O uso de implantes 6sseointegrados vem crescendo amplamente devido sua
grande taxa de sucesso, como uma alternativa para a reabilitacdo de dentes
ausentes, satisfazendo os critérios minimos de sucesso em torno de 90% na maxila
e 85% para os implantes colocados na mandibula?’.

Os enxertos de origem autégena sdo os que apresentam melhor previsibilidade
por possuirem propriedades osteogénicas, osteocondutoras, osteoindutoras e sao
biocompativeis, sendo considerados o padrdo ouro das técnicas de reconstrucao
0ssea. Entretanto, ndo sdo todos os pacientes que aceitam duas cirurgias (area
doadora e receptora). Além disso, a area doadora pode apresentar limitacdes quanto
a guantidade possivel de osso a ser retirado, principalmente em situacfes que
requeiram um grande volume de enxerto?,.

Na tentativa de encontrar um substituto O6sseo ideal, diversos materiais
aloplasticos tém sido pesquisados. Estes biomateriais devem apresentar as
seguintes propriedades fisico-quimicas: biocompatibilidade, reabsorbilidade,
degradacdo controlada e substituicdo simultanea por novo osso formado,
osteoconducdo e integridade mecénica, a fim de suportar a cicatrizacdo ap0s 0s
procedimentos de regeneracao 6ssea guiada?®.

Piattelli et al. (1999) 3°, descreveram que as células derivadas dos tecidos
enxertados e da regido receptora, para desempenharem a funcao de produzir tecido
0sseo, necessitam de uma propriedade especifica dos biomateriais 6sseos, que € a
sua estrutura fisica responsavel pelo suporte das células. A forma como estes
biomateriais desempenham a funcdo de arcabouco também ¢é uma das
caracteristicas que os diferencia. Desta forma, 0s enxertos xendgenos estdo sendo
cada vez mais considerados para a terapia celular do tecido 6sseo, pois podem
fornecer esta sustentacdo mecéanica, tanto na apresentacao particulada quanto na
apresentacao em blocos. Desta forma em seu estudo, aplicaram na regido posterior
de maxila severamente reabsorvidas, enxerto sinusal com Bio-Oss® (0sso bovino
desproteinizado). Concluiram que este material pode ser utilizado como substituto
0sseo em enxerto de seio maxilar, gerando osseointegracdo satisfatoria de
implantes.

A presenca de defeitos 0sseos tém resultado em certa limitacdo para a
instalacdo de implantes dentérios. Devido a falta de espessura e/ou altura os
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cirurgibes necessitam muitas vezes lancar mao de enxertos para a reconstrucéo dos
rebordos 6sseos. O osso com melhor resultado para enxerto € o autbgeno, porém,
frequentemente pode ocasionar riscos de complicacdes e morbidade pds-operatdria.
Além disso, pouca quantidade de osso pode ser retirada a partir de uma area
doadora intraoral3t. Portanto, apesar de estabelecida a rica capacidade osteogénica
do enxerto autdégeno, outros biomateriais tém sido estudados para substitui-lo.

3.1 Osso Bovino Desproteinizado - Bio-0ss®

Osso bovino desproteinizado (Bio-Oss®- Geistlich-Pharma, Wolhusen, Suica)
€ um biomaterial amplamente utilizado nos procedimentos de reconstrucdo para
aumento de volume 06sseo, tratamento de defeitos periodontais e no levantamento
do assoalho do seio maxilar. Vem sendo estudado desde a década de 60. E uma
hidroxiapatita bovina inorganica desproteinizada, biocompativel, com propriedade
osteocondutiva e de reabsor¢cdo lenta. Sua resisténcia biomecéanica é similar a do
0sso humano e tratamentos adequados para a sua obtencdo podem evitar respostas
imunoldgicas ou inflamatérias adversas. Pode ser usado para substituir o enxerto
0sseo autébgeno em muitos casos. Tém sido relatados no tratamento de defeitos
periodontais, defeitos 6sseos maxilares e no levantamento do assoalho do seio
maxilar. Atua como um arcabouco sobre o qual as células osteogénicas e vasos
sanguineos se interagem para a formacdo de novo osso. Ocorre entéo,
neoformacédo de capilares, tecido perivascular e migracdo de células oriundas do
leito receptor 32.

Berglundh e Lindhe (1997) 33, observaram por meio de um estudo em cées, a
reparacdo Ossea apds 3 a 7 meses em defeitos 0sseos preenchidos com 0Sso
mineral bovino esponjoso e compararam com a reparagao ao redor de implantes em
0sso normal e defeitos preenchidos com 0sso bovino mineral. Foram utilizados 5
cdes da raca beagle. Foi realizada a extragdo dos pré-molares inferiores direito e

esquerdo. Os alvéolos do lado esquerdo foram imediatamente preenchidos com

0osso mineral bovino esponjoso particulado (Bio-Oss®, Geistlich Sons Ltda
Wolhusen, Suica). Apoés trés meses, 2 caes (Grupo I) foram eutanasiados e bidpsias
da regido de pré-molares obtidas e preparadas para analise histoldgica. Os trés caes
restantes (grupo Il) foram sujeitos nesse intervalo de tempo (3 meses) a instalacao

de implantes na regido de pré-molares inferior direita e esquerda (dois de cada
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lado). Os implantes no lado de teste foram colocados na é&rea de defeito
previamente enxertada, enquanto os implantes no lado de controle foram
instalados na area de extracdo reparada normalmente. As bidpsias foram
coletadas e 4 amostras de tecidos foram produzidas por céo, cada uma incluindo o
implante e os tecidos peri-implantares mole e duro adjacentes. As bidpsias foram
submetidas a avaliacao histologica. Foi possivel observar que o volume de tecido
duro ocupado por particulas de Bio-Oss® claramente identificadas foi reduzido entre
os intervalos de 3 e 7 meses. Isso indica que, com o tempo, 0 Bio-Oss® é
integrado e subsequentemente substituido por osso neoformado. Em outras
palavras, esse enxerto xendgeno atende aos critérios para um material
osteocondutivo. Também foi observado que 4 meses apos a instalacdo do implante,
a interface titanio/tecido duro demonstrou, tanto pelo aspecto quantitativo quanto
qualitativo, um nivel semelhante de osseointegracéo.

Artzi et al. (2000) 3#, estudaram a influéncia de particulas de osso bovino
desproteinizado (PBBM) enxertadas sobre o o0sso alveolar e avaliaram
histomorfometricamente o sitio da extracdo enxertada aos 9 meses poés-exodontia.
Observou-se que a média do preenchimento 6sseo recém formado dos alvéolos
enxertados foi de 82,3%. Este foi caracterizado pela abundéancia de tecido 6ésseo do
tipo celular na area coronal, enquanto arranjos lamelares foram identificados apenas
na regido mais apical. Analises histomorfométricas mostraram um aumento da area
média de tecido 6sseo ao longo dos cortes histologicos de 15,9% na parte coronal
para 63,9% apicalmente (média 46,3%). Concluiram que o material € biocompativel
para prevenir a reabsorcdo 0ssea pés-extracdo, porém a efetividade deste material
nao poderia ser conhecida com um periodo de 9 meses.

Sartori et al. (2003) ¥, em um estudo de dez anos de acompanhamento em
aumento do seio maxilar utilizando osso bovino inorganico (Bio-Oss®) mostrou que
Bio-Oss® possui propriedades osteocondutoras e auséncia de respostas
inflamatorias ou efeitos adversos. Apesar desses resultados positivos, os dados
histol6gicos sobre o aumento do osso usando Bio-Oss® em humanos é escasso. O
objetivo deste estudo foi analisar a quantidade de Bio-Oss® na ossificacdo em caso
de aumento do seio maxilar. A avaliacdo foi feita pela comparacdo dos dados
histomorfométricos em 8 meses, 2 e 10 anos apoés a cirurgia. Foi realizada avaliagdo
histologica das amostras, comparando medidas histomorfométricas em momentos

diferentes. Oito meses apos a cirurgia observou-se em 20 diferentes cortes finos do
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espécime uma quantidade média de tecido ésseo (incluindo espagos medulares) de
29,8% (e 70,2% de Bio-Oss®). Aos 2 anos, o tecido 6sseo aumentou para 69,7%, e
10 anos apos a cirurgia foi 86,7%. A comparacdo das médias de cada tempo tem
mostrado uma tendéncia de aumento altamente significativo na formacédo déssea
associada a reabsor¢éao do Bio-Oss®: aos 8 meses, 2 e 10 anos.

Maiorana et al. (2005) 3¢, afirmaram que o Bio-Oss® proporciona regeneragao
0ssea em espacos aereos, tendo uma reabsorcdo lenta em médio prazo e
promovendo estabilidade primaria aos implantes instalados tanto em uma como em
duas etapas cirurgicas.

Canullo et al. (2006) 37, através de um relato de caso, avaliaram a capacidade
do Bio-Oss® utilizado em conjunto com um politetrafluoretileno, membrana refor¢cada
com titanio expandido, para restaurar um defeito 6sseo vertical. Bio-Oss® serviu
como um material de prenchimento. Apés a remo¢do da membrana de titanio, os
implantes foram instalados e durante esta fase, as amostras cilindricas de 0sso
foram obtidas a partir da area aumentada para avaliacdo histolégica. As amostras de
biépsia foram compostas de osso trabecular de baixa densidade com numerosas
particulas de enxerto intercaladas. Os resultados clinicos e histolégicos
demonstraram que Bio-Oss® associado com membrana de titdnio provou ser um
meio clinicamente bem sucedido para restauracdo de um defeito 6sseo vertical. A
previsibilidade da técnica depende de um protocolo cirdrgico meticuloso. A utilizacéo
da matriz de osso bovino como material de preenchimento resultou no osso vital
recem-formado capaz de acomodar os implantes.

Acocella, Bertolai e Sacco (2010) 38, fizeram um estudo onde foi realizada
insercédo de implantes imediatos em sitios de primeiros molares recém-extraidos. O
acompanhamento foi realizado por um periodo de trés anos. Para isso, 0s autores
realizaram os procedimentos em 68 pacientes, onde foram realizadas a extracéo e a
imediata instalagéo do implante, com preenchimento de osso bovino desproteinizado
(Bio-Oss® - Geistlich Pharma group) realizado quando as dimensfes do defeito
horizontal entre a parede alveolar e a superficie do implante excedesse 3 mm. Apés
um periodo de cicatrizacdo de 3 meses, os implantes foram reabertos e restaurados
com coroas unitarias. Apenas 3 implantes falharam em um periodo de 12 meses
resultando em 97,96% de sobrevivéncia. A combinacdo de extracdo atraumética,
suficiente osso residual inter-radicular e 0 uso de material regenerativo apropriado

no momento da insercdo do implante representam um tratamento previsivel em
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longo prazo.

Valentini et al. (2010) 3®°, avaliaram 43 implantes imediatos unitérios inseridos
em area estética, aproximadamente 3 mm abaixo da margem gengival livre e o gap
circunferencial preenchido com substituto 6sseo (Bio-Oss®, Geistlich Pharma group)
de particulas entre 0,25 e 1 mm. Apdés uma semana, coroas provisorias foram
instaladas sem carga oclusal. A taxa de sobrevivéncia dos implantes, reabsorcao
O0ssea marginal e preservacao de papila foram avaliadas no periodo de um ano. Os
resultados mostraram que a taxa de sobrevivéncia foi de 95,3% e a perda de 0sso
marginal ndo foi estatisticamente significante quando comparado a altura no
momento do implante. Em 78% dos pacientes, a papila estava completamente
preservada.

Zhan Ya-Lin et al. (2015) “°, avaliaram por meio de um estudo in vivo, 18
pacientes que se submeteram a instalacao de implantes apds extracdo dentaria em
regido de molar. No grupo controle, os alvéolos foram preenchidos apenas com o
coagulo e no grupo teste foi utilizado Bio-Oss® e membrana de colageno
reabsorvivel (Bio-Guide®) no local da extracdo apds o implante . Apds seis meses
foi realizada tomografia computadorizada, inspecéao e medic¢des, para avaliar a altura
e largura alveolar. Os resultados do grupo experimental apds seis meses mostram
gue a diferenca entre os dois grupos foi estatisticamente significativa (0,05), mas as
diferencas em relacdo a alteracdo da largura 6ssea ndo era estatisticamente
significativa. A presenca de 0sso bovino e recobrimento com membrana de colageno
em alvéolos frescos, ap6s implantes em regido molar, pode aumentar
significativamente a altura da crista em 1 mm e 4 mm a largura do osso alveolar.

Na busca por um biomaterial que mais se aproxima das caracteristicas do
0SSO autdgeno e que supra a deficiéncia de osteoinducdo que o 0sSso bovino
desproteinizado possui, muitos estudos atuais avaliaram o0s concentrados de
plaguetas. Observaram que existem fatores de crescimento que podem ser liberados
para atrair células osteogénicas e acelerar o processo de cicatrizacdo e formacao

Ossea.

3.2 PRF-L

Choukroun et al. (2001) %, descreveram método para obtencdo da membrana

de PRF-L, de modo que o sangue venoso é recolhido em sistema de vacuo, para
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tubos de 10 ml de vidro ou plastico seco (sem anticoagulante) e centrifugado a 2700
rpm a baixa velocidade por 12 minutos (Protocolo Process, Nice, Franca), gerando
um coagulo de PRF-L. Este coagulo é prensado por 10 minutos e drenado um
sobrenadante, que resultara em uma membrana de PRF-L. Este método ou técnica
foi desenvolvido primeiramente para utilizagdo em cirurgia oral e maxilofacial, sendo
que hoje as diversas areas da medicina a utilizam. Este protocolo é muito simples,
comparado aos demais protocolos de concentrados plaguetarios.

O aumento do osso alveolar e a colocacdo dos implantes na maioria das
vezes podem ocorrer em dois tempos cirargicos distintos, levando a um aumento do
tempo para se reabilitar definitivamante o paciente. Por isso uma das necessidades
na reabilitacdo com implantes € o encurtamento do periodo entre as duas cirurgias.
O uso do PRF-L demonstra beneficios na aceleracdo do reparo 6sseo podendo ser
associado a outros biomateriais, tendo a capacidade de osteoinducdo e modular a
inflamagéao?.

Estudos de Choukroun et al. (2006) demonstraram um concentrado de
plaguetas (PRF-L) de nova geracdo com preparacdo simplificada sem manipulacao
bioquimica de sangue. A arquitetura tridimensional da fibrina é profundamente
dependente de processos de polimerizacao clinicos artificiais. A polimerizacao lenta
durante a preparacdo PRF-L parece gerar uma rede de fibrina muito semelhante ao
natural. Tal rede conduz a uma migracao de células e proliferacdo mais eficiente que
regula o aumento da cicatrizacdo e diminuicdo da inflamacdo. Embora o uso de
adesivos de fibrina, em muitos protocolos esteja bem documentada a partir dos
altimos 30 anos, ainda h& controvérsas devido a complexidade dos protocolos de
producdo. O PRF-L pertence a uma nova geragao de concentrados de plaquetas. O
modo de polimerizacdo lenta confere & membrana de PRF-L uma arquitetura
fisioloégica particularmente favoravel para apoiar o processo de cicatrizacdo. No
entanto, € necessario estudos para o entendimento da funcdo plaquetaria e de
células inflamatérias. Apenas um perfeito entendimento de seus componentes e sua
importancia permitira compreender o0s resultados obtidos clinicamente e,
posteriormente, estender os campos de aplicacao terapéutica do presente protocolo.
Os autores também estudaram os efeitos biologicos benéficos da rede de fibrina
formada no PRF-L. A fibrina e os produtos de degradacgéo do fibrinogénio (FDP)
estimulam a migracdo de neutréfilos e acrescem a expressdo dos receptores

membranarios CD11e CD18, que promovem a migracao dos neutrofilos por meio dos
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tecidos, permitindo a adesdo dos mesmos ao endotélio e as moléculas de
fibrinogénio. Ja os FDPs estimulam a fagocitose por parte dos neutrofilos e os
processos de degradacdo enzimatica. A fibronectina, juntamente com a fibrina e com
os fatores quimiotacticos que retém, estimula também a colonizacédo de feridas com
macrofagos2122:23:24,

Evidencia-se a importancia da polimerizacdo lenta da rede de fibrina e a
homogeneidade da rede obtida. Esta polimerizacdo progressiva possibilita a
incorporacao de inimeras citocinas na rede de fibrina, tornando-se estas intrinsecas
a estrutura tridimensional. Este grau de ligacdo entre as citoquinas e as fibrilhas de
fibrina garante uma maior longevidade das citocinas no local de aplicagcéo, além de
resultar numa liberacéo faseada e mais fisiologica dessas moléculas 2.

Ehrenfest et al. (2009) “?, realizaram um estudo sobre os efeitos do PRF-L, o
qual foi cultivado fibroblastos gengivais, pré queratinécitos, pré adipécitos e
osteoblastos, sendo que para cada tipo celular foram feitas quatro culturas em
membranas de PRF-L. Foi demonstrado uma estimulacéo crescente da proliferacao
celular das quatro culturas primarias de células, acentuada para os osteoblastos,
cujo desenvolvimento foi 5,5 vezes superior a registada no grupo controle, ao fim de
7 dias. Demonstrou-se ainda um efeito dependente da dose nas culturas de
osteoblastos com 2 membranas de PRF-L, efeito esse menos exuberante nas
culturas de fibroblastos. Isso se da pela presenca de fatores de crescimento e de
citocinas liberadas de forma gradual e fisiolégica, existindo em enormes
quantidades ligadas a uma matriz de fibrina de caracteristicas ideais para a
inducao e conducédo de migracado e multiplicagéao celular.

Simonpieri et al. (2009) “3, utilizaram PRF-L como material de enxerto no
levantamento do assoalho do seio maxilar em 20 pacientes. Nesse estudo, foi
analisada radiograficamente a espessura de 0sso alveolar, juntamente com o ganho
0sseo pela elevacéo do assoalho do seio maxilar, cujos resultados evidenciaram que
apos dois a tres meses da aplicacdo de PRF-L o ganho 6sseo ja permitia a
instalacdo de implantes, o que antecede o prazo de seis meses estabelecido na
literatura. Os autores concluiram que a aplicacdo de PRF-L, sem a associacdo de
outros biomateriais, permite entre outros beneficios, o de evitar os enxertos de
0SSO esponjoso ou cortico esponjoso e morbidade associada. Em um segundo
momento, os referidos autores investigaram a colocagédo de 184 implantes em 20

pacientes aos quais aplicaram este protocolo de enxerto, o resultado foi avaliado

19



radiograficamente, sendo que o0 sucesso do processo foi medido analisando a
mobilidade dos implantes aplicados, a radiopacidade do osso adjacente aos
implantes e pela observacdo de sinais neuropaticos, de dor ou inflamacédo. E
ponderaram todas as reabilitacdes bem-sucedidas, independente do tipo ou nimero
de implantes usados. O crescimento e maturagao dos tecidos gengivais foi positivo,
no momento da perfuragcdo a resisténcia 0ssea ao final de 3 meses ja estava
consolidada e a hemorragia 6ssea durante a cirurgia comprovou a presenca de
irrigacéo farta. Foi avaliado pelo periodo médio de seguimento de 2 anos e 36 dias.
Diante disso, concluiu que o uso exclusivo de PRF-L como material de enxerto foi
bem sucedido, possibilitando a instalacdo dos implantes com reabilitacdo
mastigatoria, merecendo especial atencdo, tendo em vista as vantagens tedricas
supramencionadas da néo utilizacdo de osso autélogo, heterélogo, xenoimplantes ou
de matrizes sintéticas como materiais de enxerto.

Mazor et al. (2009) “4, investigaram a viabilidade da utilizagdo exclusiva de
PRF-L em elevacbes do assoalho do seio maxilar com colocacdo simultanea de
implantes. Para isso, foi realizado um estudo radiol6gico e histologico, em que 25
elevacOes do seio maxilar foram efetuadas com realizacéo de radiografias simples e
tomografias computadorizadas aos seis meses de pds-operatério. No mesmo
momento, realizaram biopsias ésseas em nove pacientes. Os resultados apontaram
ganhos de osso residual significativo em média 10,1 mm com preservacao da
integridade da membrana sinusal e sem perda de nenhum dos 41 implantes
aplicados. Histologicamente, em média, 33% da area das biépsias da regido do
enxerto com PRF-L eram compostas por tecido 6sseo neoformado. A anélise
histol6gica também mostrou a presenca de osso trabecular normal, osteoblastos e
ostedcitos. Concluiu-se, entdo, que o tecido 0Osseo gerado sO poderia ser
consequéncia da capacidade osteocondutora e osteoindutora deste biomaterial.

Del Corso, Toffler e Ehrenfest (2010) #', apontam que a fibrina rica em
plaquetas (PRF-L) de Choukroun pode ser considerada um material bom para
cicatrizagdo autologa, incorporando leucdcitos, plaguetas e uma ampla gama de
proteinas chave dentro de uma matriz de fibrina densa. A fibrina tem lenta liberacao
de fatores de crescimento e glicoproteinas ao longo de varios dias e esta membrana
natural bioativa pode proteger os locais cirirgicos e materiais enxertados das
agressbes externas. O PRF-L pode ser utilizado como um material de

preenchimento em avulsdes dentarias (ou extracdes) sozinho ou associado com um
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biomaterial. Pode ser usado também como membrana de revestimento para a
regeneracdo Ossea guiada, protegendo o material enxertado e acelerando o
fechamento da ferida, particularmente em uma sutura onde as margens da ferida
ndo € possivel, ou seja, € um biomaterial com diferentes possibilidades de
aplicac0es clinicas.

Chang et al. (2010) 2°, afirmaram que a auséncia de anticoagulante leva a um
processo de ativacdo das plaquetas por meio do contato com as paredes do tubo,
contato esse que ativa a cascata da coagulacdo. A centrifugacdo induz a
concentracdo do fibrinogénio na parte superior do tubo, onde logo € convertida em
fibrina pela trombina circulante. Desta maneira, € adquirido um coagulo de fibrina na
porcao central do tubo, acima de uma camada de glébulos vermelhos e abaixo de
uma camada de sobrenadante constituida por plasma acelular, praticamente. Nesta
area central estdo aprisionados as plaquetas. Os leucécitos, na por¢cdo mais inferior
do coagulo de fibrina. O coagulo de fibrina, que tem origem pela agregacao
plaguetaria junto com as reacBes de coagulacdo, atua como matriz para o
recrutamento de células ao local onde se encontra a lesdo nos tecidos, e ainda
menciona que a fibrina, juntamente com a fibronectina, opera como matriz proviséria
para o afluxo de mondcitos, células endoteliais e fibroblastos, que usam as suas
integrinas para estabelecerem ligagbes com a fibrina, fibronectina e vitronectina.
Essa interacdo das células com o coagulo modificam o seu fenétipo e a sua
expressao genética.

Em meados de 2010 foi publicado importante estudo de Ehrefest et al, que
mostravam que o PRF-L causava tanto a proliferacdo quanto a diferenciagcao celular
em culturas de osteoblastos. Ehrenfest et al. (2010) observaram células
mesenquimais 6sseas (BMSC), e cultivaram com ou sem PRF-L obtido a partir dos
mesmos doadores de BMSC. Ao fim de 7 dias, as membranas de PRF-L foram
retiradas e paralelamente foram feitas culturas com 2 membranas (para averiguar a
presenca de efeito dependente da dose aplicada). Efetuaram contagens celulares,
testes de citotoxicidade, doseamentos de fosfatase alcalina e analises histoldgicas
apos aplicacdo da coloracdo de Von Kossa e contagens dos nodulos de
mineralizacdo aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias. Os resultados mostraram que o PRF-L
estimulou amplamente a proliferagédo e diferenciacdo das culturas de BMSC ao
longo do estudo. Este efeito positivo era dose dependente de PRF-L aplicada

durante as primeiras semanas nas culturas em condi¢cbes normais e ao longo do
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ensaio nas culturas em condi¢cbes de diferenciacdo. As culturas sem PRF-L e em
condicbes de diferenciacdo atingiram o mesmo grau de diferenciagdo que as
culturas de PRF-L em condicBes normais, sendo esse efeito também positivamente
afetado pelo numero de membranas de PRF-L aplicadas*.

Os beneficios clinicos para o uso do PRF-L na pratica diaria sdo muitos. Com
custo reduzido e simples manuseio, esta técnica leva a produgdo de uma grande
quantidade de membranas autdlogas com um poderoso poder de reparo, em
potencial em tecidos moles e duros. Sua gama de aplicacfes clinicas em cirurgia
oral é vasta, como um material de preenchimento ou de membrana de protecao, e,
muitas vezes, como ambos. Utilizado como uma membrana de cobertura, PRF-L
acelera a cicatrizacdo. Ele geralmente proporciona uma reducdo perceptivel no
tempo de cicatrizacdo do tecido superficial, e os pacientes muitas vezes declaram
que reduziu a dor pés-operatoria. Misturado com material de enxerto, PRF-L serve
como cimento bioldégico entre as particulas e melhorar a neoangiogénese e
regeneracdo do o0sso, particularmente na proliferacdo e diferenciacdo dos
osteoblastos. No entanto, este material é apenas um coagulo de sangue otimizado e
utilizavel. As suas aplicagbes potenciais sdo amplas, mas um conhecimento de
estudos e trabalho sobre o biomaterial, sua biologia, eficiéncia e limites sao
necessarios para otimizar a sua utilizacao. Portanto, estudos adicionais avaliaram a
utilizacao e o desempenho do PRF-L e sao garantidos*'.

As caracteristicas fisico-quimicas da rede tridimensional de fibrina, assim
como a presenga de elementos quimiotaticos e de fibronectina, dominam a invaséo
do coagulo por parte dos macréfagos, e assim, os fibrinopeptideos, que derivam da
clivagem do fibrinogénio pela trombina, ocorrem toda vez que se forma um coagulo,
sendo fatores quimiotaticos para os neutréfilos e mondcitos. Os elementos desta
matriz tecidual proviséria caracterizam-se por proporcionarem baixa resisténcia a
migracdo de células (acido hialurdnico), para além de constituirem um reservatorio
h& uma série de fatores de crescimento e citoquinas*.

De acordo com Tatullo (2012) “¢, a formacgdo de um coagulo de fibrina, que é
um produto da cascata de coagulacdo, numa zona do tubo em que ndo se deparam
plaquetas, pode ser elucidada pelo novo modelo de coagulacdo em discusséo. Este
modelo celular denomina-se de cell-based model. Esta doutrina se sustenta
mediante varias observacdes in vivo, uma das quais se constata que a formacao do

trombo plaquetario e a polimerizacdo de fibrina acontecem em sentido simultaneo
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no processo de coagulacdo. Segundo o modelo dessa cascata de coagulacao, a
ativacdo plaquetaria se daria primeiro e sO entdo aconteceria a subsequente
formacdo do coagulo de fibrina para estabilizacdo do agregado plaquetario. O
segredo para a realizacao eficaz e bem sucedida da técnica de Choukroun se da
inteiramente na velocidade de transferéncia do sangue, apés a coleta para a
centrifuga. A caréncia de anticoagulante faz com que o sangue coagule quase
instantaneamente quando entra em contato com o revestimento interno do tubo,
sendo imprescindiveis apenas alguns minutos para que a centrifugacdo concentre
ao meio do tubo o fibrinogénio. Cabe destacar que a comprovacdo de que acima de
metade dos leucdcitos ficam também retidos na malha de fibrina, sobretudo quando
representados por linfécitos. Demonstra-se que a quantidade de leucécitos
embebidos no PRF-L é significativa, sublinhando ainda o papel que os linfécitos tém
como imunomodeladores. Sublinham ainda a importancia de um manuseamento
extremamente cuidadoso dos coagulos para preservacdo de seu componente
celular.

Dohan et al. (2013) “?, apdés experimentos para confeccdo do PRF-L,
entenderam que somente uma coleta rapida e uma manipulacéo também rapida dos
tubos permitem a obtencdo de um coagulo com utilidade cirdrgica. Se houver um
atraso entre a coleta do sangue e a centrifugacéo, a fibrina vai polimerizar numa
maneira difusa e o coagulo final sera pequeno e de consisténcia demasiado branda.
Esta polimerizacdo lenta da fibrina no tubo € um dos fatores que distingue este
concentrado de plaquetas dos restantes. Ao oposto do que acontece com outras
técnicas, em que ha adicdo de enormes quantidades de trombina exégena para que
a coagulacdo se dé, o protocolo de Choukroun implica uma coagulacdo com
concentragfes de trombina praticamente fisiologicas, o que influencia a estrutura
tridimensional da malha de fibrina obtida.

Outras caracteristicas demonstradas na literatura cientifica, segundo Dohan
et al. (2006) foi o componente imunolégico do PRF-L. Toda vez que, ap6s uma
agressao prévia aos tecidos, se inicia uma resposta inflamatoria, ha um afluxo de
células inflamatorias no local da leséo. Essa concentragdo de leucoécitos tem por
objetivo ndo sO contrariar o aparecimento de infeccdo, como também modelar a
resposta inflamatoria, recrutar fibroblastos para o estabelecimento de uma matriz
cicatricial, induzir proliferacdo celular, estimular a biossintese de proteinas

estruturais e de proteases. O PRF-L é também um biomaterial com atributos
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imunomodeladores, pela capacidade anti-infecciosa, propriedades quimiotaticas e
angiogénicas?:.

Chang et al. (2011)*, estudaram os efeitos do PRF-L em cultura de
fibroblastos do ligamento periodontal (PDLF's). Os niveis de fosfatase alcalina
apresentaram elevados ao longo dos 5 dias do ensaio. A fosfatase alcalina € uma
glicoproteina membranéria que é considerada um dos indicadores da presenca de
osteoblastos e da formacdo de novo o0sso. Logo, a expressdo aumentada de
fosfatase alcalina demonstrou que o PRF-L contribui para a diferenciacdo dos PDLF's
em osteobastos, um resultado que sustenta sua aplicacdo para aumento désseo
mandibular e maxilar, previamente a colocacdo de implantes dentéarios.

Wu, et al. (2012)*¢, avaliaram a utilizacdo de membranas PRF-L em
168 alvéolos pés-extracdo sem alteracdo da terapéutica anticoagulante em curso.
Apenas dois pacientes apresentaram hemorragia (4%) solucionada em poucas
horas com aplicagdo de materiais hemostéaticos e de compressédo. Dez pacientes
(20%) exibiram hemorragia ligeira, cuja resolucdo foi espontanea ou para a qual
bastou a aplicacdo de compressédo nas duas horas pdés-cirurgia. Os restantes, 38
pacientes (76%) mostraram uma hemostase adequada apés as extracdes dentarias
a que foram sujeitos. A cicatrizacdo que se seguiu a utilizacdo de PRF-L para
preencher os alvéolos pés-extracao foi rapida, sem registro de dor e sem surgimento
de infeccdo, tendo sido possivel a remocdo de suturas ap0s uma semana da

cirurgia.

3.3 PRF-L associado com Bio-Oss®

Inchingolo et al. (2010) *°, apresentaram um experimento com PRF-L e Bio-
Oss® usado como enxerto no tratamento da atrofia 0ssea maxilar através da
avaliacdo clinica e radiologica. Foram estudados 23 pacientes que necessitavam de
levantamento do assoalho do seio maxilar, a fim de colocar os implantes na regiao
posterior da maxila. Os casos selecionados possuiam altura do osso residual
superior a 5 mm, podendo ser adotados para procedimentos cirlrgicos de estagio
anico. Antes da inser¢cdo do implante, uma pequena quantidade de material de
preenchimento foi colocada na cavidade. Para este efeito, os fragmentos 6sseos,
armazenados em solucéo salina, foram misturados com Bio-Oss® e PRF-L depois

de serem moidos. O estudo mostrou que em todos 0Ss pacientes ocorreu um
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aumento significativo na densidade 6ssea ao redor do implante. Conclui-se que em
todos os casos incluidos neste protocolo foi realizada uma reabilitagdo protética-
implante bem sucedido, de acordo com critérios Albrektsson. De forma que o exame
radioldgico, realizado apos seis meses, permitiu notar a presenca de tecido 0sseo
recém-formado, bem semelhante com o osso residual também revelando um
aumento médio na densidade 6ssea ao redor do implante de 31%. Na regido apical,
0s autores também verificaram contato proximo dos implantes com 0 0sso recém-
formado.

Tatullo et al. (2012) “¢, em cirurgias reconstrutivas de maxilas atrofiadas,
avaliaram clinica e histologicamente o efeito do PRF-L associado com 0sso bovino
desproteinizado (Bio-Oss®) como materiais de enxerto. Foram recrutados 60
pacientes e os critérios para inclusdo foram atrofia maxilar com rebordo residual < 5
mm, no qual 72 levantamentos de seio maxilar foram realizados. Os resultados
histolégicos mostraram que as amostras coletadas apds 106 dias (protocolo
precoce) com a adicdo de PRF-L foram constituidas por tecido 6sseo lamelar com
um estroma interposto e ricamente vascularizado. Concluiram que a utilizacdo de
PRF-L reduz o tempo de cicatrizacdo em comparacdo com os 150 dias descritos na
literatura, favorecendo a regeneracdo 6ssea. Tanto pela estabilidade dos implantes
quanto pela imagem histolégica obtida, os autores concluiram que ao fim de 106 dias
de pos-operatorio do levantamento do seio maxilar com utilizacdo de PRF-L no
enxerto, ja era admissivel e viavel a colocacdo de implantes, ndo sendo, porém, com
a funcionalidade completa. Desta maneira, confirmou-se um tempo de cicatrizacao
inferior aos 120-150 dias, comprovando novamente o poder osteocondutor e
osteoindutor do PRF-L e os beneficios da sua utilizacao.

Tunali et al. (2013) °1, desenvolveram uma nova fibrina rica em plaquetas
preparado em tubos vacutainers de titAnio para a formacdo de fibrina rica em
plaquetas e leucocitos (T-PRF-L), com a hipotese de que os tubos de titanio podem
ser mais eficazes na ativacao de plaguetas do que os tubos de vidro utilizados por
Chouckroun em seu método de fibrina rico em plaquetas (PRF-L). O objetivo foi o de
encontrar um modelo animal adequado para se avaliar o método e para investigar a
eficacia da T-PRF-L para a cicatrizacdo de feridas. Amostras de sangue de seis
coelhos foram colhidas para a formacgéao de t-PRF-L. Avaliou-se morfologicamente T-
PRF-L e coagulos através de microscopia eletronica de varredura (EM). O sangue

coletado foi centrifugado durante 15 min a 3500 rpm. 15 dias ap0s a colocacao da
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membrana, observaram que houve formagéo de tecido conjuntivo e de tecido ésseo.
Estes resultados mostram que o t-PRF-L pode induzir a formacéo de tecidos 6sseos
e tecidos mole no prazo de 30 dias de tratamento.

Oliveira et al. (2014) *2, publicaram um estudo de avaliacdo histomorfométrica
da regeneracdo 6ssea com a utilizagdo de PRF-L associado ou ndo a 0sso bovino
em defeitos 6sseos na calvéria de ratos. O experimento utilizou 56 ratos dividos nos
seguintes grupos: coagulo autogeno, coagulo homodgeno, PRF-L-a (PRF-L
autdgeno), PRF-L-h (PRF-L homdgeno), Bio-Oss® e Bio-Oss® associado ao PRF-L,
sendo que 4 ratos de cada grupo foram eutanasiados apdés 30 e 60 dias pos-
operatorios. A area de formagdo Ossea foi calculada como uma porcentagem da
area total do defeito original. Os valores obtidos foram submetidos a analise de
variancia ANOVA e ao teste de Tukey (p<0,05). A maior média percentual de novo
osso foi observada no Bio-Oss® associado ao PRF-L (58,8200% + 4,8042) que
apresentou-se significativamente maior (p<0,05) que os grupos coagulo homogeno
(26,8800% = 4,8042), coagulo autégeno (18,6262% + 4,8042), PRF-L-a (22,4062 +
4,8042) e PRF-L-h (37,9387% * 4,8042). Auséncia de diferenca estatistica foi notada
na avaliacdo entre 0s grupos, entre Bio-Oss® associado ao PRF-L (58,8200% =
4,8042) e Bio-Oss® (41,7175 + 4,8042); e entre os periodos, de 60 dias, entre o Bio-
Oss® associado ao PRF-L (63,5875% * 4,8042) e Bio-Oss® (57,3450 = 4,8042)
mostraram semelhanca estatistica (p>0,05). Os resultados obtidos nos permitem
concluir que o PRF-L aprensentou um efeito positivo sobre a regeneracdo 0ssea
principalmente quando associado ao Bio-Oss®.

Yoon, J-S et al. (2014) %3, pesquisaram a influéncia de PRF-L sobre a
angiogénese e osteogénese na regeneracdo Ossea guiada usando substitutos
0sseos xenogénicos. Foram realizados defeitos cranianos em dez coelhos machos
adultos da raca Nova Zelandia. Cada um dos preparos receberam Bio-Oss® como
grupo controle e osso bovino + PRF-L no grupo experimental. Biopsias foram feitas e
encaminhadas para analise histomorfométrica e a expressao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) foi determinada pela imunohistoquimica. A expressao de
VEGF foi mais intensa no grupo experimental do que no grupo controle, porém, apos
analises histomorfométricas e imunohistoquimcas o0s dois grupos néo tiveram
diferenca estatistica. Os resultados deste estudo sugerem que a PRF-L pode
aumentar o numero de células da medula. No entanto, a PRF-L juntamente com

substitutos 0sseos xenogénicos nao mostra um efeito significativo na regeneracéo
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Ossea.

Seung-Mim et al. (2014) *°, estudaram na elevagdo do assoalho do seio
maxilar com instalacdo simultanea de implantes usando PRF-L como material de
enxertia Unico. Tem-se demonstrado pelas pesquisas que a elevacdo do seio
maxilar simultdneo a implantagdo usando PRF-L como material Gnico é um
procedimento confiavel que promove aumento 6sseo no seio maxilar. Um implante
foi colocado apds a elevacdo da membrana sinusal no seio maxilar de seis caes
fémeas adultas e permaneceram no local durante seis meses. Apos este periodo foi
realizado a eutanasia e o material enviado para analise tomogréafica e morfométrica.
Os achados deste estudo sugerem que a elevacao do seio maxilar com colocacéo
simultanea de implantes usando PRF-L como material de enxertia Unico ndo é um
procedimento previsivel e reprodutivel, especialmente no que diz respeito a
formacao 6ssea ao redor dos implantes na cavidade sinusal.

Inchingolo et al. (2015) °**, apresentam um estudo com objetivo de avaliar
histologicamente o resultado de individuos submetidos ao aumento do assoalho do
seio maxilar utilizando PRF-L como um material de preenchimento, em associacao
com a Bio-Oss® e Sint-Oss (Beta Tricalcio Fosfato Puro), comparativamente com
grupo controle e colocacdo do implante simultaneo. O estudo foi feito em 64
pacientes de ambos 0s géneros e na faixa etaria de 55 a 73 anos, totalizando em
175 implantes dentarios. Os implantes foram avaliados ap6s cerca de 1 ano da
instalacdo. Todos 0s pacientes reportaram nenhuma dor a percussao e nenhum
sinal de sofrimento para os tecidos peri-implantares, com presenca de uma
estabilidade primaria 6tima dos implantes inseridos e o aumento na densidade de
0sso periimplantar. Em conclusao, o uso de PRF-L reduziu o tempo de cicatrizacao
favorecendo a regeneracdo O0ssea e permitindo que a integridade da membrana do

seio maxilar possa ser mantida durante procedimentos cirargicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica (anexo 1), da Universidade de
Santo Amaro - Unisa, com o0 numero de processo 28/2013. Para a realizacdo do
trabalho foram utilizados 20 coelhos da raca Nova Zelandia, fémeas, com peso
aproximado de 3,0 kg. Permaneceram mantidas no biotério da Universidade de
Santo Amaro durante o periodo da pesquisa. Os animais foram alimentados com
racdo comercial, cenoura, couve e agua ad libitum e alojados em baias.
No baseline (dia 0), foi realizada sedacéo prévia com:
e Ketamina 1,16%(Dopalen - Ceva®, Paulinia, SP, Brasil) —0,06 ml/kg,
IM;
e Xilazina 2,3% (Anasedan - Ceva®, Paulinia, SP, Brasil) — 0,1 ml/kg, IM;
Em seguida foi feita a tricotomia da regido de membro superior direito ou
esquerdo (Figura 1 e 2) para colocacdo de acesso venoso para anestesia. A
anestesia foi obtida com:
e Centra® (Cetamina 10 g, Tramadol 2 g, Midazolan 1 g — Ouro Fino,
Uberaba-MG ) — 10 ml, IV;
e Propovet® (Propofol, Ouro Fino, Uberaba-MG) — 10 mg/ml, 1V;

Figura 1. Tricotomia Figura 2. Acesso Venoso

4.1 Obtencéo do PRF-L

O plasma rico em fibrina foi preparado seguindo protocolo descrito por
Choukroun et al. (2001). Apds Tricotomia e acesso venoso (Figuras 1 e 2), foram

coletados 8 ml de sangue total obtido pelo acesso venoso na jugular do animal, que
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foi centrifugado a 2700 rpm por 12 min. Apos a cetrifugacdo era possivel observar a
separacdo do sangue em sobrenadante, coagulo de fibrina e no fim do tudo um
acumulo de células vermelhas (Figura 9). Em seguida era preparada a membrana de
PRF-L seguindo uma padronizacdo em relacdo a separacdo da fibrina com a série

vermelha e o tamanho usado nos defeitos(Figuras 3 a 8).

Figura 3. Puncéo na Jugular Figura 4. Centrifuga Intra Spin — Intra-
Lock ®

Figura 5. PRF-L Figura 6. Obtencdo PRF-L
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Figura 7. Preparo da Membrana Figura 8. Membrana de PRF-L
de PRF-L Padronizada

PPP (Sobrenadante)

Coagulo de Fibrina (PRF)

Células Vermelhas

Figura 9. Descricao do contetdo do tubo apés centrifugacao

4.2 Técnica cirargica/ Criacao do defeito 6sseo

Inicialmente foi realizada anestesia troncular dos membros blogueando os
nervos isquiatico e femoral nas regides iguinal e sacral, utilizando o aparelho neuro
localizador (DL250, DeltaLife, Sdo José dos Campos - SP), com 0 anestésico
Neocaina® 0,50% (Bupivacaina + epinefrina 1:200.000 com glicose 8% — Cristalia,
Itapira-SP).
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A regido da tibia foi tricotomizada e desinfectada com élcool iodado (Vic
Pharma®, 0,1% Taquaritinga-SP). Foi realizada anestesia infiltrativa com anestésico
local lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000 (DFL®, Rio de Janeiro, Brasil) na regiao
com uso de bisturi de lamina n° 15 foi realizada uma incisdo vertical onde os tecidos
foram rebatidos e descolados com descoladores de Freer (Quinelato®, Rio Claro,
Brasil). Em seguida, foram criados 2 defeitos dsseos circulares padronizados pela
utilizacado de uma broca trefina de 5 mm de diametro (SIN®, Séo Paulo, Brasil) por 4
mm de profundidade em cada tibia, sob irrigacdo de solucao fisiolégica 0,9% com
motor de baixa rotacdo a 1200 rpm (Figura 10). As lesBes 6sseas foram divididas em
quatro grupos experimentais de acordo com o biomaterial de preenchimento (Tabela
1). Foi realizado aleatorizacdo no tratamento das lesées, sendo que cada animal
recebeu todos os quatro tratamentos (Figura 11). O biomaterial Bio-Oss® usado
para o preenchimento das lesdes foi padronizado na propor¢cdo de 0,02 mg por
defeito. A pesagem foi realizada com auxilio de balanca de precisdo (Marte AL200c)
O PRF-L teve a proporcao por lesdo de 0,5 mm x 0,5 mm, e foi condicionado no
defeito apos ser picotada. Apds o tratamento, os retalhos foram suturados com fio de

nylon 4-0 e suturas removidas ap6s 14 dias do procedimento cirdrgico.

0,5mm @

0,7mm

0,4mm profundidade

Figura 10. Esquema das dimensdes dos defeitos 6sseos que foram criados nas tibias

dos coelhos
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G3

G4

Tibia Direita Tibia Esquerda
Figura 11. Representagdo esquematica do preenchimento dos defeitos padronizados
pelos biomateriais que compdem os grupos de estudo

Tabela 1 - Divisdo dos grupos experimentais de acordo com biomateriais de

preenchimento (Randomizados).

Grupo Biomaterial de Preenchimento
Gl Sangue
G2 PRF-L
G3 Bio-Oss®
G4 Bio- Oss® + PRF-L

Figura 12. Incisé&o inicial Figura 13. Defeitos criados

cirurgicamente
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Fig. 14. Preenchimento Fig. 15. Membrana PRF-L Fig. 16. Sutura em
com biomaterial recobrindo os defeitos planos

4.3 Pés-operatorio

Apébs o procedimento cirdrgico, para controle de dor e reacao inflamatoéria, os
coelhos foram medicados com:
e Meloxicam (Maxicam® injetavel 2%, OuroFino, S&do Paulo, Brasil) — 0,2
mg/kg, (SC), 2x/dia por 7 dias.
e Eurofloxacina (Enrofloxacina® 10%, Vencofarma, Londrina, Brasil) — 5
a 10 mg/kg, (SC) 2x/dia por 7 dias.

4.4 Eutanasia dos coelhos

Os periodos de biépsia foram 4 e 8 semanas apds a cirurgia. Os animais
foram eutanasiados pelo aprofundamento anestésico de acordo com o seguinte
protocolo:

Ketamina (Vetanarcol, Kdnig, Buenos Aires, Argentina) — 30mg/kg/IM;

Xilazina (Xilazin 2%, Syntec, Sao Paulo, Brasil) — 3mg/kg/IM;

Tiopental;

Cloreto de Potassio;

ApG6s a eutanasia, 8 ml de sangue de 5 animais foram coletados e
processados para obtencdo da membrana de PRF-L e encaminhados para
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processamento histolégico. Em seguida, foram realizadas tricotomia, inciséo,
disseccdo dos tecidos moles e exposicdo da tibia. Cada defeito foi removido com
utilizacdo de um disco diamantado (KG Soresen, Cotia, Brasil) sob irrigacéao
constante com soro fisiolégico 0,9% (Figura 3). As amostras obtidas de cada
material de preenchimento foram fixadas em solucdo de paraformaldeido neutro 4%
por 48 horas e depois foram transferidas para uma solu¢do de &lcool 70% sendo

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).

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

Analise linear (2D): Nesta etapa foi utilizado um software bidimensional (Data
Viewer 1.4.3.1 - SkyScan, Belgium) para possibilitar a visualizagdo e a quantificagdo
da formacdo 6ssea em um computador. Foi realizado apenas o alinhamento das

amostras, de modo a obter um padrdo em todas as amostras.
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Figura 17. DataViewer: Posicionamento e alinhamento das imagens da

microtomografia computadorizada

Anadlise Volumétrica (3D): A mensuragdo volumétrica realizada foi uma
modificacdo da metodologia proposta por Park et al. As mensuracfes foram feitas
utilizando um software especifico (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium),
seguindo a selecdo da regido operada através de uma area de interesse (ROl —
region of interest) tridimensional. O examinador seguiu as marca¢cdes morfométricas

durante o desenho do ROI.
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Figura 18. CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium: marca¢gdes 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, um ROI circular 3D foi
criado, abrangendo toda a area da tibia onde foi confeccionado o preparo cirargico,
como mostra na figura 18, utilizando um software (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan,
Belgium) baseado na resultante do contorno 2D. A &rea do ROI foi de 5 mm &, que
corresponde ao diametro da trefina utilizada na cirurgia. A partir dai, os parametros
de fracdo do volume 0sseo foram determinados para o célculo das informacgdes de
acordo com as etapas requeridas pelo software. Os resultados anotados foram o
Volume de tecido mineralizado (TV), volume ésseo (BV) e porcentagem de volume
0sseo (BV/TV) conforme figura 19. As analises foram realizadas por um examinador

cegado e calibrado.
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Figura 19. CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium: Andlise dos resultados

4.6 Processamento da Membrana

AplOs 0 escaneamento, as amostras da tibia e membrana de PRF-L foram
encaminhadas para processamento histolégico convencional. As amostras de tecido
0sseo fixadas em alcool 70% foram descalcificadas em solucdo de EDTA 4% por
120 dias. Apéds a descalcificagdo, cada amostra foi dividida ao meio e encaminhado
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 alcool absoluto por 18 horas. Apds o processo de desidratacdo, as
pecas ficaram em solucdo de éalcool-xilol a 50% por 30 minutos, passando para o
processo de diafanizagdo em xilol por aproximadamente 3 horas. Finalmente, foram
colocadas em solucéao de parafina a 60 °C por 18 horas, com uma troca de solucao
no meio deste periodo. Logo apos, as pecas foram colocadas em uma inclusora
semiautomatica, na qual foi feito a sua inclusdo em forma de blocos. Apds a
inclusdo, 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.
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Figura 20 — PRF-L ap6s compressao

A analise 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 comparacgéo 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%.
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise de Microtomografia Computadorizada

Nas reconstrucbes, as imagens dos cortes microtomograficos foram
analisadas quanto a quantidade 0ssea pela relacdo entre o Volume Total e Volume

de Tecido Mineralizado. A analise foi realizada individualmente para cada variavel.

Figura2l - A

Figura21-B
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Figura21-C

Figura21-D

Figura 21. Imagens reconstruidas pelo software DataViewer dos grupos de 30
dias. 21-A Grupo controle, 21-B Grupo PRF-L, 21-C Grupo Bio-Oss®, 21-D
Grupo Bio-Oss® + PRF-L, evidenciando a area analisada ap6s alinhamento dos

cortes microtomograficos.
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Figura 22-A

Figura 22-B

Figura 22-C
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Figura 22-D
Figura 22. Imagens reconstruidas pelo software DataViewer dos grupos de 60 dias. 22-
A Grupo controle, 22-B Grupo PRF-L, 22-C Grupo Bio-Oss®, 22-D Grupo Bio-Oss® +
PRF-L, evidenciando a 4&rea analisada apés alinhamento dos cortes

microtomograficos .

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

As reconstrucdes 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) é uma variavel com valor expresso em mms3 e
estd exposto na figura 23, demonstrando os seus valores obtidos nas amostras dos
20 coelhos. O volume de tecido mineralizado (BV) também € uma variavel com valor
expresso em mms3, na qual estd exposto na figura 23, que aponta todos 0s grupos
em relacdo a variavel.

Desta forma, o BV/TV é a variavel expressa em % e representa a relagdo do
tecido mineralizado na totalidade dos tecidos formados, isto €, quantidade da parte
do volume mineralizado encontrado no TV, ou seja, no volume total, de acordo com
a ROI estabelecida (figura 18).

Aos 30 dias nao houve diferencas estatisticamente significante entre os
grupos em relacdo a quantidade de volume tecido mineralizado.

No periodo de 60 dias, os grupos Bio-Oss® e Bio-Oss® + PRF-L
apresentaram maior formacéo de tecido mineralizado quando comparado ao grupo
controle e grupo PRF-L do mesmo periodo. Além disso, observou-se maior formacao
de tecido mineralizado nesses grupos aos 60 dias quando comparado aos 30 dias.
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* p < 0,0001 diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

Figura 23 — Média e desvio padrdo em porcentagem do Volume de Tecido

Mineralizado e Volume Tecido Total (BV/TV) entre os grupos — Analise MicroCT

5.1.2- Densidade Mineral Ossea (BMD)

A densidade mineral éssea (BMD) é o resultado de um processo dinamico de
formacdao e reabsorcéo do tecido 6sseo em um determinado volume de 0ss0°®°.

Densidade Mineral Ossea é uma variavel expressa em cm?3 e esta exposto na
figura 24, demonstrando os seus valores obtidos nas amostras dos 20 coelhos.

No periodo de 30 dias ndo houve diferencas estatisticamente significante
entre os grupos em relacdo a Densidade Mineral Ossea.

No periodo de 60 dias, os grupos Bio-Oss® e Bi0o-Oss® + PRF-L
apresentaram maior Densidade Mineral Ossea quando comparado ao grupo controle
e grupo PRF-L do mesmo periodo. Além disso, observou-se maior formacédo de

tecido mineralizado nesses grupos aos 60 dias quando comparado aos 30 dias.
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* p < 0,0001 diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

Figura 24 — Média e desvio padrdo em cm? da Densidade Mineral Ossea (BMD)
entre os grupos — Analise MicroCT

5.2 Analise Histoldgica
5.2.1 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 composicéo e arquitetura. Foi possivel observar na histologia que
realmente existe uma malha de fibrina densa entremeada com diferentes tipos
celulares (Figuras 25-C e 25-D), dentre eles uma grande quantidade de leucdcitos
retidos nela e também linfocitos que possuem um papel importante na
imunomodelac&o. Na regido proxima ao coagulo (Figuras 25-A e 25-B) observou-se
maior quantidade de plaquetas e leucdcitos. Foi possivel observar também que o
PRF-L comprimido mantém a sua composicdo celular. Desta forma existe
semelhanca com outro trabalho publicado na literatura (Enhrifest et al, 2010). Sendo
assim, € possivel afirmar que o protocolo utilizado para obtencdo do PRF-L em
coelhos foi satisfatorio.
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Figura 25-A
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Figura 25- Fotomicrografia da membrana de PRF-L, coradas com tricrbmico de
Masson. 25-A Imagem da membrana de PRF-L apds obtencdo e compressao, 25-B
Imagem da unido coagulo/fibrina com aumento de 20X, 25-C Imagem da unido
coagulo/fibrina com aumento 100X, 25-D Imagem da fibrina com aumento de 20X,
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6 DISCUSSAO

Atualmente, uma nova geragdo de concentrados de plaquetas vem sendo
utilizadas com o intuito de acelerar o processo de reparo nas cirurgias reconstrutivas
osseas. Dentre estes, o PRF-L, introduzido por Choukroun em 20012, tem mostrado
sucesso no processo de reparo, como a reducdo do tempo entre fases cirlrgicas,
reducdo dos processos inflamatorios/infecciosos e grande compatibilidade com o
leito receptorz®26:30:3+36  Apesar do uso do PRF-L ter crescido muito, ainda néo se
conhece o mecanismo de acdo na aceleracdo dos processos de reparo 0sseo.
Sendo assim, é de grande interesse investigar a associa¢do do Bio-Oss® com PRF-
L, tendo em vista que o0 Bio-Oss® atende aos critérios para um material
osteocondutivo sendo um biomaterial extensivamente utilizado na Odontologia e que
apresenta bons resultados a longo prazo®11:36:39,

O Modelo animal utilizado neste estudo é eficiente e aceitavel para avaliacdo
de materiais de enxertos 0sseos. Diversas pesquisas utilizaram o coelho para
investigar osseointegracao de implantes e biomateriais®31%” %8, A escolha da tibia
como local receptor foi na tentativa de simular o ambiente encontrado nos defeitos
atréficos em humanos, alvéolos de extracdo, defeitos 6sseos de 3 paredes, seio
maxilar devido a semelhanca 6ssea e vascularizacdo dos sitios operados, além de
permitir o preenchimento com biomaterial de modo estavel sem a necessidade de
colocacao de membranas, telas e outros aparatos de manutencao de espaco.

Nesse estudo, a avaliagcdo por microtomografia comprovou a eficacia do
biomaterial Bio-Oss® na formacao éssea, na qual o grupo Bio-Oss® e o grupo Bio-
Oss® associado com PRF-L obtiveram a maior porcentagem de tecido mineralizado
aos 60 dias sugerindo maior neoformacdo 6ssea nestes grupos. Porém, o PRF-L
nao mostrou efeito adicional, ndo observando diferencas entre os grupos do mesmo
periodo em relacéo ao volume do tecido mineralizado e volume tecidual total.

Ultimamente, tem-se utilizado de forma ampla o exame microtomogréfico,
fornecendo imagens de tecido mineralizado com boa resolugdo. S&o inUmeras as
aplicacOes, visto que os softwares nos possibilitam diversas formas possiveis de
analises. A microtomografia € um exame radiologico de realizagcao rapida, derivada
da tomografia convencional *°. Com a tomografia cone beam, e devido a alta
resolucdo micrométrica (um), possibilita-se visualizacdo de imagens até 10 mil vezes

menores que o convencional . A principal caracteristica da micro CT é que ela
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preserva a amostra no processo de aquisicdo das imagens, permite realizar
inUmeras repeticdes no mesmo setor, ndo € invasivo, e 0S equipamentos permitem
escaneamentos de animais vivos ®® . E possivel observar com exatiddo
informacGes de volume de tecido mineralizado, no entanto, ndo nos possibilita a
avaliagdo da qualidade do tecido mineralizado, sendo necessario a avaliagdo
histologica para confirmar os dados apresentados na microtomografia.

Tal relevancia da micro CT vem permitir a realizacdo de diversas pesquisas
em conjunto com a histologia e histomorfometria na analise de estruturas 0sseas,
apesar dos resultados ainda necessitarem de mais pesquisas. Dessa forma, apoés
andlise de microtomografia, as amostras foram encaminhadas para exames
histolégicos, de modo que esses resultados se completam.

A membrana de PRF-L combina muitos fatores de reparo e imunidade. Sua
arquitetura de fibrina parece responsavel pela liberacdo lenta de fatores de
crescimento e glicoproteinas da matriz durante mais ou menos sete dias. No seu
interior possui consideravel quantidade de leucdcitos. Além disso, a composicao
celular da membrana de PRF-L demonstra que é um tecido vivo e pode ser
considerado um biomaterial®®. Intencionalmente foi preservada uma pequena
camada de RBC no final da membrana de PRF-L para recolher o maximo de
plaguetas e leucdécitos possiveis, indo de encontro ao trabalho de Dohan e Li “® 3,
Esta atividade anti-inflamatéria e imunolégica, promovida pelas células presentes na
membrana de PRF-L, também foram observadas nesse experimento. Dessa forma
foi possivel observar que quando associado o PRF-L com o Bio-Oss® nao causou
prejuizo ao biomaterial nem na formacgéao

Os resultados observados neste estudo estdo de acordo com estudos prévios
na literature °*%2%2, Demonstraram que o PRF-L teve um efeito positivo sobre a
formacado 6ssea quando usado sem associa¢des ou combinado com osso autégeno,
mas 0 mesmo beneficio ndo foi visto quando adicionado ao Bio-Oss®. Da mesma
maneira Jong-Suk et al.’3 também ndo observaram efeito adicional significativo na
regeneracdo O0ssea em seu estudo avaliando a influéncia do PRF-L sobre a
angiogénese e osteogénese na regeneracdo Ossea usando substitutos 0sseos
Xenogénicos.

Estudos semelhantes na literatura apresentaram efeito adicional do PRF-L na
formacdo Ossea, observando uma diminuicdo do tempo de cicatriagdo e poés

operatorio favoravel| 4" 52 51 46 44 43 Negte trabalho o uso do PRF-L n&o apresentou
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efeito significativo quando associado ou ndo ao biomaterial Bio-Oss® nas analises de
Volume de Tecido Mineralizado e Densidade Mineral Ossea, sendo assim, é
necessario avaliar qualitativamente o tecido 06sseo neoformado pela analise
histoldgica.

Um fato importante que devemos considerar em relagdo ao resultado do nosso
estudo seria a quantidade de PRF-L obtido dos animais, que apesar de utilizado o
mesmo protocolo de obtencédo e centrifugacdo descrito por Choukroun 20012, ha de
se considererar que a quantidade de sangue do Coelho é reduzida e o acesso para
coleta dificil em relagdo ao humano. A quantidade 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 ®. 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 € em media de 5 litros. Desta forma no trabalho de Enhrenfest et al 20104, foi
levantado a questdo de qual seria o numero 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 concentracao no
sangue do doador , podendo esse valor estar muito proximo do valor ideal.

Outro ponto a ser considerado é 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 4+ 4* 4® %2 com resultados satisfatorios na literatura, mostram o PRF-L
armazenados em defeitos 0sseos 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 alteracdes estatisticas.
Considerando que o periodo de 60 dias ja seria o fim do processo de reparo do
coelho, que por sinal tem o metabolismo seis vezes mais rapido em comparacéo
com o humano, uma avaliagdo intermediaria seria interessante para avaliar se o
grupo PRF-L sozinho ou associado ao Bio-Oss® atingiria o pico de formacéo 6ssea

antes dos demais grupos.
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Tendo em vista os achados deste estudo, pesquisas adicionais s&o
necessérias para o melhor entendimento dos eventos biolégicos envolvidos na

neoformacédo 6ssea e sua relacdo com resultados clinicos.
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7 CONCLUSAO

De acordo com o estudo proposto, pode-se concluir que a associacédo de PRF
com Bio-Oss® ndo promoveu aumento da formacdo do tecido mineralizado e
densidade mineral éssea neste modelo experimental.

A utilizacdo do Bio-Oss® é uma técnica segura e clinicamente previsivel,

sendo uma alternativa viavel para enxerto de 0sso autégeno.
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Anexo 1-

— 0 e

Universidade UNIVERSIDADE DE SANTO AMARO
de soﬂ.o “mﬂro Comité de Etics am Pasquisas no Uso de Animain

PARECER N.° 28 /2013

REGISTRO CEP UNISA N.° 28 /2013 - PROJETO DE PESQUISA

Projeto de Pesquisa: “Avaliagdo do efeito do plasma rico em fibrina

associado aos substitutos 6sseos na neoformagdo 6ssea em calvaria de
coelho”.

Pesquisadores Responsaveis: Yeon Jung Kim

Curso:
Prezado Pesquisador:

Ao se proceder a analise do processo em questdo, coube a seguinte
deliberagao:

O Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA-UNISA),
esta de acordo com os Principios Eticos, seguindo as diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo animais,
conforme a Lei federal n® 11.794 (Lei Arouca) que estabelece 0s
procedimentos. para o uso cientifico de animais no pais e a Lei
Estadual n® 11.977/05 que institui o Cédigo de Protegao aos Animais
do Estado de Sdo Paulo, manifestando-se pela APROVACAO da
Alteracao da Coleta de Sangue Apés Eutanasia do Projeto
“Avaliacdo do efeito do plasma rico em fibrina associado aos
substitutos 6sseos na neoformagao oOssea em calvaria de
coelho”.

* prezados Pesquisadores o CEUA solicita:

- Relatério da pesquisa ao término do prazo estipulado no
cronograma do projeto.

- Ser informado sobre qualquer alteragdo na metodologia
informada no Projeto de Pesquisa.
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Anexo 2-

Tabela 2 — Resultado obtido das amostras do percentual do volume de
tecido mineralizado na ROI (BV/TV):

Percentual do volume de tecido mineralizado na ROI- BV/TV (%)

Grupos de 30 dias _ 60 dias .
Amostras Sin:g4u el Bi r?:a ss PIT_F- EIF?ROFS-i s 22%8‘3 Big:?ss PFIQ_F- -l-BIIZ(’)ROFS-i
n=4 n=4 n=9 n=8
Média 34,51 4553 39,98 36,59 45,28 85,91 42,25 83,15
Mediana 32,56 4598 42,14 36,84 45,91 86,59 42,67 84,09
Desvio Padrao 11,24 12,95 17,82 4,23 14,79 8,93 10,98 11,46

Tabela 3 — Resultado obtido das amostras na Densidade Mineral Ossea (BMD)

Densidade Mineral Ossea em Cm?3 (BMD) — Andlise Microtomografia

Grupos de 30 dias 60 dias
Amostras S?]n:gdru e | Bi SZZSS PIIQ_F- EIF?ROFS-SL Sﬁz%e Birc::c;ss PII?_F- EIFC’)ROFS-i
n=4 n=4 n=9 n=8
Média 0,267 0,39 0,305 0,336 0,428 0,707 0,417 0,692
Mediana 0,243 0,413 0,337 0,325 0,446 0,702 0,391 0,730
Desvio Padrao 0,009 0,107 0,169 0,074 0,177 0,208 0,102 0,164
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